





Biochemische Zeitschriit 


Begrundet von C. Neuberg 


Unter Mitwirkung von 


E. Abderhalden- Halle a. d.8., M. Ascoli- Palermo, L. Asher- Bern, A Bach- Moskau, 
G. Barger- Edinburgh, M. Bergmann-New York, G. Bertrand- Paris, A. Bickel- Berlin, 
Fr. Boas-Miinchen, J. Bodnar-Debreczen, A. Bonanni-Rom, F. Bottazzi-Neapel, G. Bredig 
Karlsruhe i. B., Wl. Butkewitsch-Moskau, T. Chrzaszez-Posen, R. Doerr-Basel, A. Durig 
Wien, R. Ege-Kopenhagen, H.v. Euler-Stockholm, M. Ferreira de Mira-Lissabon, H. Fink 
Berlin, S. Flexner- New York, J. Forssman- Lund, O. Firth- Wien, E. Hammarsten 
Stockholm, F. Hayduck-Berlin, E. Hagglund-Stockholm, V. Henri-Liittich, V. Henriques 
Kopenhagen, K. Hess-Berlin, W. Heubner-Berlin, P. Karrer-Ziivich, G. Klein-ileidelberg, 
W. Klein-Boun, A.J. Kluyver- Delft, M.Kochmann- alle a.d.5., H. Kraut- Dortmund, 
R. Krimberg-Riga, O. Lemmermann-Berlin, P. A. Levene-New York, K. Lohmann-licidel- 
berg, H. Liers-Miinchen, Th. Madsen-Kopeuhagen, E. Mangold-Berlin, L. Marchlewski 
Krakau, A. McKenzie-lundee, Kurt H. Meyer-Genf, O. Meyerhof-Heidelberg, L Michaelis 
New York, H. Molisch-Wien, W. Nernst- Berlin, K. Noack - Berlin, C.v. Noorden-Wien, 
Orla-Jensen- Kopenhagen, W, Ostwald- Leipzig, A. Palladin-Charkow, J. K. Parnas- 
Lemberg, W. Pauli-Wien, W. H. Peterson- Madison, R. Pfeiffer- Breslau, E. P. Pick 
Wien, J. Pohl- Hamburg, D. N. Prianischnikow - Moskau, St. J. von Przylecki-Warschau, 
A. Rippel - Gottingen, H. Sachs- Heidelberg, T. Sasaki- Tokio, B. Sbarsky- Moskau, 
A. Scheunert-Leipzig, E. Schmitz-Bresiau, S. P.L. Sérensen-Kopenhagen, H. Steenbock 
Madison, W. Straub-Miinchen, U. Suzuki-Tokio, H.Theorell-Stockholm, K. Thomas-Leipzig, 
F. Verzar- Basel, A. I. Virtanen- Helsingfors, O. Warburg- Berlin, H. J. Waterman - Delft, 
G. v. Wendt- Helsingfors, E. Widmark- Lund, N. Zelinsky - Moskau 


herausgegeben von 


W. Grassmann 


Dresden 


286. Band 





Berlin 


Verlag von Julius Springer 
1936 








Druck von Fried: 


Vieweg & Sohn A.G., 


Printed in Germany 


sraunuschweig 








a 








Inhalt 


Erstes bis zweites Heft 


Ausgegeben am 24. Juni 1936 


Axmacher, Fr. und H. Ludwig. Die Beeinflussung der Carboxylase 
durch aromatische Sulfosiuren. SS Gt SP al a ee ae 
Sevag, M. G. und N. Neuensehwander-Lemmer, Uber die Dehydrierung 
von Milchsaiure durch Staphylocoecen 

Chrzaszez, Tadeusz und Jésef Janicki. Amylase im Roggenkorn waihrend 
dessen Entwicklung und Reife ed tes Cet oy Mer ne 

Friedrich, A. und H. Sternberg. Uber Acetylbestimmung in Kohlen 
hydratderivaten 

Lohmann, K. Untersuchungen an Oktopusmuskulatur. Lsolierung und 
enzymatisches Verhalten von Adenylpyrophosphorsiure und 
Argininphosphorsaure . ba 1S ha SA ON ade as ae 

Bernhauer, Konrad und Anton Iglauer. Uber die Saurebildung aus 
Zucker durch Aspergillus niger. VI. Mitteilung: Faktoren det 
Citronensaureanhaufung . ee ST ee Ee oP a ee ee 

Bernhauer, Konrad, Bruno Gorlich und Emil Kéeher. Cher die Bildung 
C-vitamin-aihnlicher Substanzen durch Pilze und Bakterien. LI. 

Scheunert, A.und M. Sehieblich, Uber Vitaminbildung durch Aspergillus 
oryzae. 

Euler, Hans vy. Aktivierungen und Hemmungen an Apodehydrasen 

Pena, Pablo de la. Untersuchungen iiber die Abhingigkeit der 
Adrenalinwirkung von physiologischen Variablen 

Warburg, Ottound Walter Christian, Optischer Nachweis der H ydrierung 
und Dehydrierung des Pyridins im Garungs-Co-Ferment. (Kurze 
Mitteihung. ) eee ee a ee a ee gee 

Fink, Hermann und Richard Lechner. Uber die Futterhefengewinnung 
in Holzzuckerlésungen. III. Uber den natiirlichen Stickstoffgehalt 


der Holzzuckerwiirzen 


60 


66 


~I 
te 


SI 


83 











IV Inhalt. 


Orechowitsch, W.N. Die Veranderung der Aktivitat der Dipeptidasen 
inden regenerierenden Geweben von Amphibien . 

Leites, S.und A. Odinow. Ketogenese in Lebergewebe bei dessen exper- 
menteller Schadigung (Phosphorvergiftung) ; 

Odinow, A. I. Lungen und Ketonkéry erstoffwechsel a a 

Niklewski, B. und J. Duda, Uber den Chemotropisraus der Pflanzen- 
wurzel. I. Mitteihung: Uber die chemotropische Reizung der 
Wurzel durch Mineralsalze ere ae er ME pa ee ee 

Niklewski, B., H. Brodowska, M. Dydo und M. Kahl. Uber den Chemo- 
tropismius der Pflanzenwurzel. Il. Mitteilung: Uber die chemo- 
tropische Reizung der Wurzel durch !Xolloidsubstanzen 

Plitner, Kurt. Nephelometrische Untersuchungen der BluteiweiBkérper. 
|. Mitteilung. Quantitative Globulinschnellbestimmung . 
Nephelometrische Untersuchungen der BluteiweiBkéerper. I]. Mit- 
teilung: Die Sulfosalicylsiurereaktion als EiweiBbestimmungs- 
methode ? Pre latent e410 hens ia 

Euler, H. v.. H. Albers und F. Sehlenk. Co-Zymase. 

Warburg, Otto und Walter Christian. Pyridin als Wirkungsgruppe de- 


hydrierender Fermente 


Drittes bis viertes Heft 


Ausgegeben am 21. Juli 1936 


Bamann, Eugenund Walter Salzer. Einflu8 der Pufferzusammensetzung 
auf den Verlauf der Aktivitats-py-Kurven von Phospho-Esterasen 
(5. Abhandlung zur Kenntnis der tierischen Phosphatasen.) . 

Uber das Vorkommen einer zweiten imsauren Gebiet wirksamen 
Phospho-esterase in tierischen Organen. (6. Abhandlung zur 
Kenntnis der tierischen Phosphatasen.) . 

Abelin, I. Uber das Vorkommen einer jodhaltigen, antithyroxinartig 
wirkenden Substanz in der Schilddriise 

Miller, Ernst. Der Metallgehalt der Gallensteine und der Galle 

Kocholaty, Walter. Die maBanalytische Bestimmung des Restkohlen- 
stoffs in biologischen Fliissigkeiten . 

Grossfeld, H. Permeabilitatsstudien an der Gewebzelle . 5 Sanco eae 

Kuen, Franz M. und Konstantia Piiringer. Uber die sensibilisierende 
Wirkung der Blattfarbstoffe Chlorophyll, Carotin und Xanthophyll 

Sturm, A. und H. Eitner. Uber Beziehung des Gewebsjods zum 
Glykogen AS kde ngdns eerecies Aesth ee ee ee 

Werle, E. und P. von Boden. Uber das Vorkommen von Kallikrein in 


den Speicheldriisen und im Mundspeichel. 


Seite 


91 


93 


120 


135 
140 


142 


143 


160 


182 


186 
193 


196 


204 


213 





Se 


Ya 
Ya 


Or 


PI 


(ur 
Ca 


Me 








Inhalt. V 
Seite 
Schild, E. und €. Enders. Zur Spezifitit des Phenolreagens nach Folin 
und Ciocalteu fiir die Tryptophanbestimmung . 220 
Yamafuji, Kazuo. Zur Biochemie des Seidenspinners. XVT.. 225 
Yamafuji, K., I. Hiraiwa und 8, Goto. Die Amylaseaktivitat als Rassen 
merkmal bei den Seidenraupen 229 
Labes, Richard und Fu-hua Li, Loslichke bipeeinains zwischen Strych- 
nin und verschiedenen Phenolen. (Fin Beitrag zu den Beziehungen 
zwischen chemischer Konstitution und biochemischer Wirkung.) . 232 
Orechowitseh, WN, Uber die Aktivitat des Kathepsins und der Di- 
peptidasen in den Geweben der regenerierenden und sich normal 
entwickelnden Leber der Vogel 248 
Nilsson, Ragnar und Frithiof Alm. Zur Kenntnis der alkoholischen 
Garung in dein intakten Fermentsystem der Hefezelle und in des- 
organisierten Zymasesystemen. § 254 


Fiinftes bis sechstes Heft 


Ausgegeben am 10. August 1936 


Plitner, Kurt. Nephelometrische Untersuchungen der Bluteiwei8 
kérper. IIT. Mitteilung: Uber das Wesen der Eiwei8-Sulfosalicyl- 
siuretriibungsreaktion. Ein Beitrag zur Frage der Beziehung 
der SerumeiweiSkorper zueinander Hongo 

Orechowitsch, W.N. Uber die W Nciseeiiaaiiina des oleae 

den Geweben regenerierender Organe von Amphibien. 

Feinschmidt, 0. Uber den Umsatz von Adenosintriphosphorsaéure im 
Muskel. IV. Mitteilung: Der Umsatz der Adenosintriphosphor- 


saure in den Muskeln von winterschlafhaltenden Tieren . 


Griinbauméwna, R. und L. Marehlewski. Zur WKenntnis des Gossypols ‘ 


Calker, Jan van und Antonio Pittoni. Uber Versuche zur elektrolytischen 
Arsenanreicherung in biologischen Fliissigkeiten . ean or 

Meyerhof, 0., K. Lohmann und Ph. Schuster. Uber die Aldolase, ein 
Kohlenstoff-verkniipfendes Ferment. I. Mitteilung: Aldolkonden- 
sation von Dioxyacetonphosphorsiure mit Acetaldehyd 

— — — Uber die Aldolase, ein Kohlenstoff-verkniipfendes Ferment. 
IT. Mitteilung: Aldolkondensation von Dioxyacetonphosphorsaéure 
mit Glycerinaldehyd ean res ae le ates 

Lehmann, H. Uber die Umesterung des Adenylsauresystems mit Phos- 
phagenen eI 00 war! oe ee ew EOS Swe eS 

Himmerich, F. und F. 8. Tsehernjak. Die Regulierung der Sauerstoff- 
abgabe von Erythrocyten. ILI. Mitteilung: Blutglykolyse, Insulin 


und Adrenalin . 


301 


319 


336 


344 








VI Inhalt. 


Przytecki, St. J. von, K. Kasprzyk und H. Rafatowska. Untersuchungen 
iiber Polysaccharoproteide. X. Mitteilung: Rolle der einzelnen 
Aminosiurereste und SchluBbetrachtungen ee ee ee 

Nilsson, Ragnar und Frithiof Alm. Zur Kenntnis der alkoholischen 
Gairung in dem intakten Fermentsystem der Hefezelle und in 
desorganisierten Zymasesystemen. II. 

Janesé, N. von und H. von Janes6. Chemotherapie trypanosomenintizier- 
ter Tiere durch Blockierung des Kohlenhydratstoffwechsels der 
Parasiten mit Halogenessigsauren eee a ee RT, ee 

Seelich, F.. Die Komplementbindung als Grenzflichenreaktion. I. Mit- 
teilung: Uber einige allgemeine Gesetzma®igkeiten der Grenz- 
flachenspannung und Adsorption (erlaiutert an Modellversuchen 
mit Caffeinlésungen) Re a en ee te ee 

Bleyer, B., W. Diemair, F. Fischler und K. Tiufel unter Mitarbeit von 
F. Arnold und H. Thaler. Zur Zubereitung der Nahrung und 
deren ernahrungsphysiologischen Bedeutung. I. Mitteilung: Der 
Einflu8 des Réstens bei Kaffee, Kaffeeersatz und sonstigen Ve- 
getabilien ee ee ee Tre ee a ake ge ee ee me eee ye 

Plitner, Kurt. Beitrage zur quantitativen Serumeiweifbestimmung 

Eisler, B., K. G. Rosdahl und H. Theorell. Untersuchungen iiber die 
Zustandsform des Kupfers im Blutserum mit Hilfe der Kataphorese 


Autorenverzeichnis 


Seite 


360 


373 


396 


408 
429 


435 
439 








ge 
di 
se 
er. 
K 
ZN 
fe 
se 
eh 
be 


de 


6! 


su 








Die Beeinflussung 
der Carboxylase durch aromatische Sulfosiuren. 


Von 
Fr. Axmacher und H. Ludwig. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Medizinischen Akademie 
Diisseldort.) 
(Eingegangen am 27. Mdrz 1936.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Die Veranlassung, das Verhalten von Sulfoséuren gegeniiber der 
Brenztraubensaéurespaltung zu untersuchen, war durch die besondere 
Rolle dieser Verbindungen im chemotherapeutischen Modellversuch 
gegeben (1). Der Mechanismus der Wirksamkeit von Sulfoséuren auf 
die Zymasegaérung war hier offenbar wegen des Ineinandergreifens ver- 
schiedener fermentativer Vorgéinge bei der Glucosevergérung nicht 
erkennbar, und es erschien aussichtsteicher, einen Teilvorgang des 
Kohlenhydratabbaues zu untersuchen. Da salzartige Verbindungen 
zwischen den Sulfoséuren einerseits und basischen Resten des Garungs- 
ferments bzw. seiner Tragersubstanz andererseits zu erwagen waren, 
schien von allen Teilvorgangen die Brenztraubensaurespaltung am 
ehesten geeignet. Es ist némlich nach Untersuchungen von Langen- 
beck (2) nicht unwahrscheinlich, daB die sogenannte ,,aktive Gruppe‘ 
der Carboxylase basische Eigenschaften besitzt. 

Weiterhin haben schon Labes und Billmann (3) auf Grund ihrer 
Versuche an Flockungsreihen mit Casein einen Zusammenhang zwischen 
der Zahl der Sulfogruppen im Giftmolekiil und der Giftigkeit auf die 
Zymase vermutet. .Die besondere Fragestellung lautet also: Besteht 
ein einfacher Zusammenhang zwischen der Anzahl der Sulfogruppen 
oder sonstiger Eigenschaften aromatischer Sulfoséuren und _ ihrer 
Giftigkeit auf die Carboxylase, und ferner wie kommt die Wirkung der 
Sulfoséuren zustande ? Damit reiht sich die Aufgabe in eine allgemeinere, 
die Pharmakologie des 6fteren beschaftigende Frage ein, namlich des 
Zusammenhangs von Konstitution und Wirkung. 


I. Methodik. 
Die Darstellung der Carboxylaselésungen erfolgte durch zweistiindige 
Mazeration von 1 Teil Unterhefe (Brauerei Dieterich A.-G., Diisseldorf) und 
6 Teilen Wasser. Der Mazerationssaft wurde zweimal je 10 Minuten scharf 


Anmerkung. Wir sind Herrn O. Huwege fiir die Ausfiihrung einiger Ver- 
suche zu Dank verpflichtet. 
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zentrifugiert. Die Messungen erfolgten mit der Warburg-Apparatur bei 
34°, Dauer meist 60 Minuten; der Versuchsansatz war folgender: 

1 com Mazerationssaft, 

1 ,, Substratlosung, 

1 ,, Aqua dest. oder Giftlésung (10>? oder 10-* mol.), 

0,1 .,, Tokuol. 

Substratlésung: 0,7 cem Brenztraubenséure ,,Merck*S +- 21 eem m2 
K,HPO,. Unter Vernachlassigung der Kohlensaure, mit der die Versuchs- 
losung gesattigt wurde, berechnet sich die [H’] zu etwa 2. 10-8. Die Sulfo- 
siuren wurden in Lésung dunkel und mdéglichst vor Sauerstoff geschiitzt 
aufbewahrt, zum Versuch wurden sie lackmusneutral gemacht. 


II. Die Konstitution der Sulfosiuren und ihre Giftigkeit fiir die Carboxylase. 

Die Auswahl der hier untersuchten Sulfosauren richtet sich zum Teil 
nach ihrer friiheren Verwendung bei chemotherapeutischen Modellversuchen, 
zum Teil danach, ob sie im Handel erhaltlich waren. Die Versuche wurden 
im Durchschnitt viermal ausgefiihrt, da nicht nur die prozentuale Hemmung, 
sondern auch die UmsatzgréBe der Kontrollmessungen mitunter grobe 
Schwankungen zeigen; meist war letztere zwischen 70 bis 1380 emm CO, pro 
10 Minuten. Wie aus Abschnitt IV zu ersehen ist, spielt die Menge der 
EKiweiBkorper der Versuchslésung eine groBe Rolle und offenbar schwankt 
der EiweiBgehalt doch trotz scheinbar gleicher Mazerationsbedingungen. 
Ferner spielt die ziemlich groBe Empfindlichkeit der Carboxylase mit, wahr- 
scheinlich auch Veranderungen der Brenztraubensaure und der Giftlésungen. 


Die Versuchsergebnisse finden sich in Tabelle I, zusammengestellt 
mit den wichtigsten Giftmerkmalen: 


Tabelle I. 





Zahl 


‘ Molekular- os Hemmung Konzentration 

sesame pon ey ge Be ng Fo | eoollliter 
Benzolsulfosiure . 2... 2. 158 1 12 3.10-3 
a ae 173 1 8 ; 
Sulfosalicylsaure. ....... 218 1 13 
Phenol-2, 4-disulfosiure. . . . . 254 2 5 
1-Naphthylamin-8-sulfosiure . . 223 1 31 
1-Naphthylamin-2-sulfosiure . . 223 1 50 x 
2-Naphtbylamiu-5-sulfosiure . . 223 1 40 
1-Naphthylamin-3, 8-disulfosiure . 303 2 17 * 
2-Naphthylamin-5, 7-disulfosiure . 303 2 12 . 
Naphthylamin-f-sulfosiure . . . 208 1 36 > 
1-Naphthol-2-sulfosiure. . . . . 224 1 13 3. 10-4 
1, 2-Naphthochinon-4-sulfosiure . 238 1 34 . 
Anthracen-3-sulfosiure . 2... 258 1 16 ~ 
Anthrachinon-2, 7-disulfosaure . . 368 2 43 v 
Jod-oxychinolinsulfosiure . . . . 354 1 5 
Violetipenwert =. ww ww kk 519 1 25 ‘ 
ae anor 542 3 7 ‘ 
Bomienux extra ........ 698 2 32 = 
MERRION 5) «0 el air get Ween 799 3 37 : 
Brillantechwarz ........ 860 4 31 " 
oo a ee acon 960 4 79 - 
ME NNONIR rch am: va Foxe tetera 1002 5 81 = 
ee a, ee ee 1438 6 95 ; 
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Mit Riicksicht auf die Versuche von Labes und Billmann (1. ¢.) ist hervor- 
zuheben, daB unsere Versuchsgemische vor der Messung immer homogen 
waren, d.h. keine Triibung oder Flockung zeigten. Nach dem Versuch 
wurden mitunter schwache Triibungen und kleine fetzige Flockungen in 
geringer Menge beobachtet. Letztere riihren vom Toluolzusatz her, ohne 
daB die Aktivitaét der Lé6sung merkbar beeinfluBt wiirde, und fehlen, wenn 
der Zusatz unterbleibt. Wenn Triibungen auftraten, wurden sie auch in 
der giftfreien Kontrolle beobachtet. 


Das gegenseitige Verhaltnis der Giftigkeit verschiedener Substanzen 
ist nicht fiir jede Konzentration gleich, wie aus Tabelle IJ hervorgeht: 


Tabelle II. 








— Hem- K : Hem- 
0 . 
. — 3.10-3 86 Anthrachinon-2, 7- 3.10-3 77 
F heii P { 3.10 ) Anthrachinon-2, 7 { 3. l 
1-Naphthol-2-sulfosdure (3.10-4, 13 disulfosaure 13.10-4 43 
1, 2-Naphthochinon-4- {3.10-3 85 Cited {3.10-3 95 
sulfosaure (3.10-4 34 ee (3.10-4 91 


Aus diesem Grunde sind direkt nur Versuche mit gleicher molarer 
Konzentration vergleichbar ; ein Teil der Gifte muBte aber bei geringerer 
Konzentration untersucht werden, um eine gentigende Trennung durch- . 
fiihren zu kénnen. Im Falle der Anthracen-f-Sulfoséure war das auch 
wegen der Gefahr von Ubersattigung der Lésung notwendig. Die 
Feststellungen, die sich aus den mitgeteilten Versuchen ergeben, sind 
folgende: 

Die Giftigkeit aromatischer Sulfoverbindungen fiir die Carboxylase 
ist keineswegs streng abhangig von der Zah] der im Molekiil vorhandenen 
Sulfogruppen und auch nicht in direktem Zusammenhang mit dem 
Molekulargewicht. 

Andere Gruppen, wie etwa Amino- oder phenolische Hydroxyl- 
gruppen, lassen iiberhaupt keinen Zusammenhang von Giftigkeit und 
ihrem Vorkommen im Giftmolekiil erkennen, ebensowenig wie die 
Azoverbindungen der aufgefiihrten Reihe als solche eine besondere 
Rolle spielen. Es kann somit keiner einzelnen Molekiileigenschaft ein 
alleiniger und ausschlieBlicher KinfluB auf die Giftigkeit fiir die Carb- 
oxylase zugesprochen werden. 

Die prozentuale Hemmung ist nach 20 Minuten praktisch ebenso 
groB wie nach einer Stunde, wobei zu beriicksichtigen ist, daB die Ver- 
mischung von Enzymlésung, Substrat und Gift bereits 1), bis '/, Stunde 
vor dem eigentlichen Versuch erfolgen muB. 

Betrachtet man die héher molekularen Sulfoséuren anfangend mit 
dem Saurefuchsin, so steigt die Wirksamkeit allerdings in bemerkens- 
werter Weise, ahnlich wie dies Labes bei der Verschiebung des Flockungs- 
optimums von Casein feststellen konnte. Bei den einfacher gebauten 

1 * 








g 


log der %-Heammun 
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Sulfosauren trifft das allerdings nicht mehr zu, und in diesem Zu- 
sammenhang sind Versuche von Quastel (4) zu nennen: er fand bei der 
Fumarase sechs verschiedene Naphthylamindisulfosiuren unwirksam, 
wahrend einige hGhermolekulare Sulfoverbindungen giftig waren. Diese 
Feststellungen sprechen nach unserer Meinung fiir die besondere Rolle 
der TeilchengréBe der Gifte, womit auch die adsorptiven Eigenschaften 
eines Stoffes in Verbindung stehen. 


Ill. Die Konzentrationsabhingigkeit der Germaninwirkung. 

Weil sich das Germanin auch bei der Brenztraubensdurespaltung 
als wirksamstes der untersuchten Gifte zeigte, und weil aus gleicher 
Veranlassung bei der Glucosevergaérung bereits ahnliche Versuche unter- 
nommen wurden, sind verschiedene Germaninkonzentrationen gemessen 
worden. Die Versuchsanordnung blieb die bisher iibliche und ergab als 
Mittel aus sieben Versuchsreihen: 


Tabelle III. 





He & , ; Hemmung 
Konzentration ae Konzentration € 4 un 
hd 0 
3.10-4 91 3.10-5 17 
10-4 52 3. 10-6 3 


Macht man die Annahme, daB die GréBe der Hemmung proportional] 

der Menge der aufgenommenen Germaninmolekiile geht oder umgekehrt 
der Menge der von Germaninteilchen auf- 

207 7} genommenen EnzymeiweiBteilchen, d. h. 
| daB mit dieser gegenseitigen Bindung die 
15} i ee Inaktivierung der Carboxylase verbunden 
ist, so laBt sich indirekt eine Beziehung 
zwischen der Giftkonzentration der Ver- 
suchslésung und der relativen Menge der 
aufgenommenen oder aufnehmenden Ger- 
maninteilchen herstellen. In logarithmi- 





scher Darstellung von Konzentration und 











Ww Hemmung ergibt sich eine Gerade, wie 
log der Germaninkonzentration aus Abb. 1 ersichtlich. 

Abb. 1. Geht auch die iibliche Formulierung 

der sogenannten Adsorptionsisotherme 

von der Gleichgewichtskonzentration und nicht von der Ausgangs- 
konzentration aus, so sind wir doch von der Brauchbarkeit der 
angefiihrten Beziehung iiberzeugt. Selbstverstandlich stellt auch diese 
Formulierung einen rein erfahrungsmaBig gewonnenen Zusammen- 
hang dar. Wenn man in der bekannten Formel: a =k .c" unter c die 
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Ausgangskonzentiation versteht, ergibt sich fiir beide Falle dieselbe 
Gleichung. Die praktische Erprobung bei der Adsorption eines organi- 
schen Anelektrolyten (5) und eines anorganischen Elektrolyten (6) 
zeigte die Anwendbarkeit, allerdings mit geringfiigigen Anderangen der 
Konstanten m; im ersten Falle statt 0,52: 0,57, im zweiten Falle statt 
0,20: 0,26. Fiir den Fall des Germanins ergibt sich aus der Zeichnung 
n —0,79. Wir fassen somit die Giftwirkung des Germanins auf die 
Carboxylase bzw. die Brenztraubensaurespaltung als eine Adsorptions- 
inaktivierung auf. Damit muBauch unser friiherer Standpunkt geandert 
werden, wonach bei der Zymasegaérung keine Adsorption mitspielt. 
Nur das Nebeneinander verschiedener Teilfermente bei der Zymase- 
garung erschwerte wegen des unterschiedlichen Adsorptionsvermégens 
den Einblick. Der Unterschied zwischen der Zymasegarung und der 
Brenztraubensaurespaltung geht schon aus der gréBeren Germanin- 
empfindlichkeit der ersteren hervor. Wir zweifeln nicht, daB auch die 
Giftwirkung der iibrigen hier untersuchten Sulfoséuren auf Adsorptions- 
inaktivierung beruht. 


IV. Das Verhalten von Eiwei8 und Eiweifspaltprodukten bei der 
Germaninwirkung. 

Gelegentlich der Erwahnung der zum Teil groBen Streuung der 
Giftwirkungen im einzelnen Versuch wurde ursachlich bereits der 
unterschiedliche EiweiBgehalt der Versuchslésung verantwortlich ge- 
macht. Zur Bestaétigung dieser Annahme wurden Germaninversuche 
mit Zusaitzen von Blutserum, Gelatine, Witte-Pepton und Glykokoll 
gemacht. Die Endkonzentration war beim Blutserum ein Drittel der 
anfanglichen, bei der Gelatine 0,5°,, beim Peptonzusatz ebenfalls 0,5 % 
und beim Glykokoll 1,5°,. Das Ergebnis der Versuche findet sich in 
Tabelle IV. 

Tabelle IV. 





ous Hem- ne Gift Hem- 
‘ riIt- iter- ‘ 1 - 

Substanz F mung Substanz . mung 
ubstanz — konzentration : B  schied* ata konzentration . 


Unter- 
schied * 


' . { 3.10-3 93 — 2 , |j 3.10-3 93 — 2 
Glykokoll | 3.10—-4 73 se oe Pe pton 1 3.10—4 9 |—89 
Gelatine 3.10-3 93 — 2] Serum 3.10-4 | —5 — 

* Vergleichswert fiir 3.10-5 : 95°/, Hemmung, 


3.10-4 :.919/, * 


Wenn also bei hohen Konzentrationen auch kein erheblicher Unter- 
schied zu finden ist, so werden niedere Germaninkonzentrationen durch 
eiweiBartige Zusatze in der giftigen Wirkung gehemmt. Diese Tatsachen, 
die in chemotherapeutischer Hinsicht wichtig und hier nur allzu gut 
bekannt sind, geben auch AufschluB iiber die Streuung bei der Gift- 
wirkung der niederen Germaninkonzentrationen. 
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Zusammenfassung. 


Die Giftigkeit aromatischer Sulfosduren fiir die Carboxylase steht 


weder mit der Zahl der Sulfogruppen noch dem Molekulargewicht der 


Stoffe in einem einfachen Zusammenhang. Da auch keine sonstigen 


Beziehungen zu konstitutiven Merkmalen der Sulfosiéuren erkennbar 


wurden, muB die Wirksamkeit auf EKigenschaften des Gesamtmolekiils 
beruhen. 


Die Untersuchung der Konzentrationsabhangigkeit der Germanin- 
wirkung auf die Carboxylase ergab das Vorliegen einer Adsorptions- 
inaktivierung. 


Literatur. 

1) Fr. Awmacher, Arch. f. exper. Pathol. 180, 142, 1936. — 2) W. Langen- 
beck, Ergebn. d. Physiol. 35, 470, 1933. —- 3) R. Labes u. F. Billmann, 
diese Zeitschr. 274, 75, 1934. — 4) J. H. Quastel, Biochem. J. 25, 1121, 1933, 
refer.: Chem. Centralbl. 1988, II, 2687. — 5) L. Michaelis u. P. Rona, 


Prakt. d. physik. Chem. 1930, 8. 144. — 6) Fr. Axwmacher, Kolloidzeitschr. 
59, 298, 1932. 
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Uber die Dehydrierung von Milchsiure durch Staphylococcen. 
Von 
M. G. Sevag und N. Neuensehwander-Lemmer. 


(Aus dem Institut ,,Robert Koch‘, Berlin, und aus der inneren Abteilung 
des St. Gertrauden-Krankenhauses [Professor 8. Lauter], Berlin.) 


(Eingegangen am 27. Mdrz 1936.) 


Um biochemische Reaktionen eingehend studieren zu k6nnen, ist 
es zweckmaBig, méglichst einfache und isolierte Reaktionssysteme zu 
untersuchen. Der Stoffwechsel der Staphylococcen schien uns diese 
Voraussetzung zu erfiillen. Es gelingt damit einfache, einstufige Abbau- 
reaktionen zu verfolgen. Neben der allgemeinen Frage des biologischen 
Stoffabbaues interessierte uns die Frage, ob und in welcher Weise sich 
verschiedene Staphylococcenstémme in ihrem Stoffwechsel unterscheiden. 
Ausgehend von diesen Fragestellungen haben wir vorerst die Vergarung 
von Milchsaéure durch Staphylococcus aureus und Staphylococcus albus 
untersucht. 

Experimenteller Teil. 
Bakterienmaterial. 


Die beiden untersuchten Bakterienstémme, Staphylococcus aureus 
haemolyticus und Staphylococcus albus, wurden uns vom Untersuchungsamt 
des Instituts Robert Koch zur Verfiigung gestellt. Die Stamme wurden 
taglich iiberimpft, und zwar abwechselnd auf Blutagarplatten und in 
Glucosebouillon (py = 7,6 und 0,4°% Glucose). Fiir die Versuche wurde 
das Bakterienmaterial folgendermaBen gewonnen: 100 cem - Bouillon- 
k6lbchen wurden mit 0,1 cem einer 15stiindigen Bouillonkultur beimpft, die 
beimpften Kélbchen 7 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen und 
dann 10 Stunden bei 37° bebriitet. (Vergleichshalber wurden auch Versuche 
mit Bakterien gemacht, die 24 Stunden bei 37° geziichtet worden waren.) 
Die 100 ccem-Kulturen wurden einzeln zentrifugiert, die Bakterien mit 
sterilem m/15 Phosphatpuffer von py = 8 gewaschen, wieder zentrifugiert 
und diese gewaschenen Bakterien fiir die Versuche verwendet. Auf 100 cem 
Ansatzl6sung kamen je die Bakterien einer 100 cem-Bouillonkultur. Wagung 
der Bakterien: Zur Feststellung der Bakterienmenge in 100 cem Bouillon- 
kultur wurden die Bakterien wie oben gewaschen, scharf zentrifugiert und 
in 4ccm Phosphatpuffer homogen aufgeschwemmt, 2ccm dieser Auf- 
schwemmung im Vakuumexsikkator iiber Schwefelséure und dann bei 60° 
getrocknet und gewogen. Analog wurde die gleiche Menge Phosphatpuffer 
getrocknet und in Abzug gebracht. 


Versuchsansadtze. 
a) Versuche mit Milchsaure. 


Die Versuche wurden in 500 cem-Erlenmeyer-Kolben durchgefihrt, 
welche mit L000 eem (bzw. 150 ecem) Ansatzlésung beschickt wurden. Die 
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Kolben wurden auf einen beweglichen Rost in ein Wasserbad von 37° ein- 
gesetzt und 24 Stunden (vergleichsweise 48 Stunden) geschiittelt. Da dureh 
die Verwendung der groBen Kolben die Fliissigkeitsschicht nur sehr niedrig 
war, war auf diese Weise fiir geniigende Sauerstoffzufuhr gesorgt. Als 
Substrat diente eine Lésung von Natriumlactat. Es wurde eine sterile 
m 2 Natriumlactatstamml6ésung hergestellt und alle Versuche mit derselben 
Stammlésung durchgefiihrt. Die Versuchskolben wurden mit 10 cem 
Lactatlésung und 40 cem m/15 Phosphatpuffer, pq = 8,0 beschickt und 
mit 50cem Phosphatpuffer die gewaschenen Bakterien einer 100 cem- 
Bouillonkultur im die Kolben gespiilt. Die Lactatkonzentration betrug 
somit etwa m/20. Es wurden stets mehrere Ansiatze gleichzeitig gemacht, 
und die Reaktionsmischungen gemeinsam untersucht. Jede Ansatzlésung 
wurde zu Beginn und am SchluB des Versuchs auf bakteriologische Reinheit 
gepriift. 


Analyse der Reaktionsmischungen. Sofort nach dem Vermischen der 
Versuchsansatze wurde steril eine Probe herauspipettiert (sogenannte Null- 
abnahme), scharf zentrifugiert und darin der genaue Milchsaéuregehalt der 
Ansatzl6sungen bestimmt. Am Schlu®8 der Versuche wurden die Reaktions- 
mischungen zentrifugiert und gepriift auf Milchsdure, Brenztraubensdure, 
Acetaldehyd, Essigsdéure, Ameisensdure und Bernsteinsdure. 

Der Untersuchungsgang war folgendermaBen: Ein bestimmter Teil der 
Reaktionsmischung wurde zur Bestimmung von Brenztraubensdure nach 
Neuberg und Simon (1) mit HCl versetzt (2norm) und mit 2, 4-Dinitro- 
phenyvlhydrazin die entsprechende Brenztraubensaiureverbindung — aus- 
gefallt, filtriert und gewogen und die erhaltene Substanz durch Bestimmung 
des Schmelzpunktes identifiziert. 

Zur Priifung auf Essigsdure und Ameisensdure wurde im obenerhaltenen 
Filtrat das iiberschiissige Fallungsmittel 2, 4-Dinitrophenylhydrazin durch 
Neutralisation mit Natronlauge und durch Schiitteln mit Kohle (carbo 
medicinalis) entfernt, die Lésung mit Schwefelsiure angesiuert und mit 
Wasserdampf destilliert. Das Destillat wurde mit n/10 Natronlauge neutrali- 
siert, eingedampft und auf Essigsdure (Jod-Lanthanreaktion) und Ameisen- 
siure (Formaldehydprobe nach Fincke) gepriift. 

Im Riickstand der Wasserdampfdestillation wurde die Milehsdure nach 
Fuchs (2) (Oxydation mit Kaliumpermanganat) bestimmt. 

Ebenfalls im Riickstand der Wasserdampfdestillation wurde nach 
Bernsteinsdure gesucht. Zu diesem Zwecke wurde das Destillat im Extrak- 
tionsapparat nach Kempf mit Ather extrahiert und der Atherriickstand auf 
Bernsteinsaiure gepriift. 

Zur Priifung auf Acetaldehyd dienten einerseits die oben beschriebenen 
Reaktionsmischungen, andererseits wurde mit dem Abfangverfahren nach 
Neuberg (3) nach Acetaldehyd gefahndet. Zu diesem Zwecke wurden die 
sonst analogen Versuchsansitze mit Natriumsulfit bzw. Calciumsulfit 
angesetzt und nach Beendigung der Versuche die Reaktionslésung nach 
Rimini mit Nitroprussidnatrium und Piperidin auf Acetaldehyd gepriift 
(Neuberg). 

Versuchsbeispiele: 


Staphylococcus aureus (Versuch 20a). 
Ansatz: 10 cem m/2 Natriumlactat, 90 cem m/15_ Phosphatpuffer, 
Pu = 8,0, Bakterien einer 100 cem-Bouillonkultur = 32,4 mg. 

24 Stunden bei 37° geschiittelt. 








An 
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Analyse: Milchséuregehalt von 100cem = Ansatzlésung (Null- 


MIE 3 ip. ork ele ce Vee A LA ee ee ee 
Milchsauregehalt von 100 cem Reaktionslésung (Schlub- 
RE? an Soe ma Ge eS Ue bea ee ee ge 
Voersoren® MerQnenGTre =. «6 kk is ee ee ee oe eee 

44°, 
Brenztraubenséurederivat von 2, 4-Dinitrophenylhydra- 

zin von 100 cem Reaktionslésung . . . . . . . . . 0,527 ¢ 

Schmelzpunkt 214° (unkorr.) 
entsprechen Brenztraubenséure. . . . .. . .. . . O,L73¢ 


Von der vergorenen Milchsaure sind somit 92°, als Brenztrauben- 
sdure wiedergefunden worden. 

In der Reaktionsmischung wurde kein Acetaldehyd und keine 
Essigséure, Ameisenséure und Bernsteinsaure gefunden. 


Staphylococcus albus (Vers. 20b). 


Ansatz: wie oben, Bakterienmenge = 8,0mg (Staphylococcus albus 
wuchs immer schwacher als Staphyloccocus aureus). 
Analyse: Milechséuregehalt von 100cem = Ansatzlésung (Null- 


PMI 6s ks ae ke ee ee. ee 8 at oe ee 
Milchsauregehalt von 100 cem Reaktionslésung (Schlub- 

GeeeROh> 5 ean Oa lew Cee ee eee 

Verworene Milchsféure .........+4++--. OO54¢e 

12 oO 

= © 


Brenztraubensadurederivat von 2, 4-Dinitrophenylhydra- 


zin von 100 cem Reaktionsl6sung. . . . . . . . . 0,13864¢ 
Schmelzpunkt 214° (unkorr.) 
entsprechen Brenztraubenséure .. ... .. . . . O0,0448¢ 


Von der vergorenen Milchséure sind somit 85°, als Brenztiauben- 
saure wiedergefunden worden. 

In der Reaktionsmischung wurde kein Acetaldehyd und keine 
Essigséure, Ameisensdure und Bernsteinsaéure gefunden. 

Rechnet man diesen Ansatz mit 83mg Staphylococcus albus um auf 
einen Ansatz mit 32 mg Bakterien, d. h. auf die gleiche Menge Bakterien 
wie beim oben angegebenen Versuch mit Staph. aureus, so erhalt man 
0,179 g Brenztraubensaure, also ungefahr gleichviel wie mit Staph. 
aureus (0,173 g). Das besagt, daB gleiche Mengen Bakterien von Staph. 
aureus und Staph. albus gleiche Mengen Milchsaure in Brenztrauben- 
saure umwandeln. 


b) Versuche mit Brenztraubensaure und Essigsaure. 
Analog den Versuchsansaétzen mit milchsaurem Natrium wurden 
vergleichshalber auch Versuchsansatze mit brenztraubensaurem Natrium 
und essigsaurem Natrium untersucht. Die Substratkonzentration der 
Ansatzlésungen betrug ebenfalls m)20, pu = 8,0 (Phosphatpuffer) ; 
Bakterienkultur und Menge wie bei den Milchsaureversuchen. 
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Versuche mit Staph. albus. Brenztraubensdure wurde kaum = an- 
gegriffen. Beispielsweise wurde in einem Versuch mit 14 mg Bakterien 
in der Reaktionsmischung nach 24 Stunden 97%, der zugesetzten 
Brenztraubensaure wiedergefuneen. Essigsiure und Ameisensaure 
wurden nicht gefunden; Milchsdure wurde keine gebildet. 

Essigsdure wurde nicht angegriffen. 

Versuche mit Staph. aureus. Brenztraubensdure wurde von Staph. 
aureus etwas leichter angegriffen als von Staph. albus. Beispielsweise 
wurde in einem Versuch mit 15 mg Bakterien in 24 Stunden 7 °, Brenz- 
traubensaure vergoren; Acetaldehyd, Essigséure und Ameisensdure 
wurden nicht gefunden; Milchséure wurde keine gebildet im Gegensatz 
zu den Befunden von Kendall (5), der eine Entstehung von Milchsaure 
aus Brenztraubensaéure beobachtete. 


Essigsdure wurde von Staph. aureus ebenfalls nicht angegriffen. 


Versuche im Barcroft-Warburg-A pparat. 


In Versuchen im Barcroft-Warburg-Apparat wurde Brenztrauben- 
séure durch Staphylococcen nicht angegriffen; hingegen wurde in 
Versuchen mit Milchsaure, Glucose und Glycerin als Substrat Sauerstoff 
verbraucht und Kohlensaéure entwickelt. Die Messung der Kohlen- 
saure, welche bei der Staphylococcenatmung bei oder ohne Anwesen- 
heit von Substrat entwickelt wird, st6Bt auf betrachtliche Schwierig- 
keiten, und es erscheint uns deshalb unzweckmabig, zu versuchen, 
den Entstehungsmechanismus der Kohlensaéure zu formulieren. Denn 
zu Beginn der Versuche enthalt die Zellsubstanz der Bakterien be- 
trachtliche Mengen adsorbierter Kohlensaéure, welche durch bloBes 
Waschen der Bakterien nicht entfernt werden kann!. 

Es verbrauchten beispielsweise 10 mg Bakterien im Leerversuch (ohne 
Substrat) waihrend 20 Minuten 30 cmm O, bei einer CO,-Entwicklung von 
14 cmm; wird diese Bakteriensuspension aber nun mit verdiinnter Schwefel- 
saure angesduert, so werden noch 289 cmm CO, frei, die an den Bakterien 
adsorbiert waren. Infolge dieser adsorbierten Kohlensaure ist der durch- 
schnittliche respiratorische Quotient sehr hoch, er lag bei unseren Versuchen 
nach 20 Minuten zwischen 6,7 bis 10,8 und fiel nach 3 Stunden ab auf 
4,2 bis 1,7. 

Obwohl, wie aus den vorher mitgeteilten Versuchen hervorgeht, 
gewaschene Staphylococcensuspensionen keine wirksame Carboxylase 
enthalten, erhielten wir bei den Messungen des O,-Verbrauchs und der 


* Wieland und Wille haben einwandfrei festgestellt, dai Hefezellen 
betrachtliche Mengen Kohlendioxyd zu binden vermégen und haben mit 
Nachdruck darauf hingewiesen, ,,daB man diese Erscheinung allgemein zu 
beriicksichtigen haben wird, wo man iiber Oxydationsvorginge mit Zell- 
material manometrische Messungen anstellt**. Ann. d. Chem. 508, 70, 1933. 
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CO,-Entwicklung im Warburg-Apparat bei den Versuchen mit Milch- 
siure, Glucose und Glycerin als Substrat folgende Zahlen: 


Milchsaéure: 158 emm O, und 152 cmm CO, pro mg Bakterien 


Glucose: bee 5s OG OU RR GS OO a = 
Glycerin: 235 , QO, , 145 ,, CQ, , ,, “i 


Unserer Auffassung gemaB muB ein betrachtlicher Teil dieser 
Kohlenséure von der allmahlichen Desorption aus den Bakterien 
stammen; ein anderer Teil stammt méglicherweise von der vollstandigen 
Verbrennung einer bestimmten Substratmenge zu CO,. Man muB sich 
dariiber klar sein, daB die Bedingungen, unter denen man im Warburg- 
Apparat arbeitet (gréBere Oberflaichen, gréBerer Kontakt mit Sauerstoff) 
zu einer kraftigeren Reaktion fiihren kénnen, als die vorher beschriebenen 
Bedingungen, die zur Feststellung der Reaktionsprodukte innegehalten 
wurden. 

Zusammenfassung. 

Gewaschene Suspensionen von Staphylococcus aureus und Staphylo- 
coccus albus dehydrieren unter den angegebenen Bedingungen Milch- 
saure zu Brenztraubensaure. Die Enzymkonzentration ist in beiden 
Bakterienstammen ungefahr dieselbe, d.h. gleiche Mengen Bakterien 
von Staphylococcus aureus und Staphylococcus albus vermégen etwa 
die gleiche Menge Milchsaure zu dehydrieren. Acetaldehyd konnte 
in keinem der Ans&tze, auch nicht in den Ansatzen mit Sulfit, nach- 
gewiesen werden. Ferner konnte in keinem Ansatz Essigsaure, Ameisen- 
sféure oder Bernsteinséure nachgewiesen werden. 


Vom Standpunkt der Einfachheit des Enzymsystems stellen die 
Staphylococcen ein besonders giinstiges Beispiel dar. Eine gewaschene 
Aufschwemmung dieser Bakterien dehydriert Milchsdure zu Brenz- 
traubensdure: die Brenztraubenséure wird nicht oder kaum weiter 
abgebaut, so daB die Staphylococcen unter den angegebenen Bedingungen 
nur eine aktive «-Hydroxyoxydase enthalten. In dieser Hinsicht stellen 
sie somit ein noch einfacheres Enzymsystem dar, als die von Barron und 
Miller und von Barron und Hastings (5) untersuchten Gonococcen. 
Diese Autoren fanden, da frische Suspensionen von jungen Gono- 
coccenkulturen sowohl Milchséure als auch Brenztraubensaure zu 
oxydieren vermégen ; werden die Bakteriensuspensionen aber 24 Stunden 
im Eisschrank gehalten, so sind sie nicht mehr fahig, Brenztraubensaure 
anzugreifen. Das milchséiureoxydierende Ferment, die «-Hydroxy- 
oxydase ist sehr stabil, wahrend das brenztraubensdureoxydierende 
Ferment, die x-Ketooxydase, sehr unstabil ist. Unsere Beobachtungen 
iiber das Fehlen einer Carboxylase und Ketooxydase bei den Staphylo- 
coccen braucht nicht dahin interpretiert zu werden, daB den Staphylo- 
coccen diese Enzyme vollsténdig fehlen, sondern es ist méglich, daB 
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diese Enzyme extrem unstabil sind und beispielsweise nur in einem 
wachstumsférdernden Milieu (Nahrboden) wirksam sind. 

In diesem Zusammenhang ist die Beobachtung interessant, daB 
ein gewisser Parallelismus besteht zwischen morphologischer Ahnlichkeit 
und Enzymaktivitat gewisser Organismen, namlich in der Abwesenheit 
von wirksamer Carboxylase in Gonococcen, Staphylococcen und Pneumo- 
coccen (6). Aus den Untersuchungen von Barron und Miller gewinnt 
man den Eindruck, daB die Decarboxylierung von Brenztraubensaure 
nur uber einen «-Ketooxydationsvorgang gehen kann, daB also die 
Gonococcen keine Carboxylase enthalten. Die bei der Oxydation von 
Milchsaure durch Pneumococcen entstandene Brenztraubenséure wird 
sofort durch das gleichzeitig entstandene Wasserstoffsuperoxyd weiter 
oxydiert und verschwindet nicht etwa durch eine Carboxylase. Die 
bei der Oxydation durch Staphylococcen entstandene Brenztrauben- 
sdure wird nicht oder in nur geringem Mabe angegriffen. Wir finden 
bei Staph. aureus beispielsweise 92°, bzw. bei Staph. albus 85% der 
dehydrierten Milchséure als Brenztraubenséiure wieder. Ob der geringe 
festbetrag von einer Umwandlung entstandener Brenztraubensaure 
herriihrt, oder von einer Nebenreaktion, laBt sich nicht entscheiden. 
Andererseits wurde in dem Versuch mit Brenztraubensaure als Substrat 
mit Staph. albus nach 24 Stunden 97°, Brenztraubensdure wiederge- 
funden, mit Staph. aureus 93°. Da dabei kein Acetaldehyd und 
keine Essigsiure gefunden wurde, kann das Verschwinden dieser 
kleinen Menge Brenztraubensadure nicht auf einer Ketooxydation 
oder Decarboxylierung beruhen. 
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Amylase im Roggenkorn wihrend dessen Entwicklung und Reife. 
Von 
Tadeusz Chrzaszez und Jézef Janicki. 
{Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Technologie der Universitat in 
Poznan (Posen).] 


(Eingegangen am 28, Mdrz 1956.) 


Die Amylase des ungekeimten Getreides unterscheidet sich be- 
kanntlich in ihren Eigenschaften von derjenigen des Malzes. Wahrend 
letztere die Fahigkeit besitzt, energisch Starke zu verfliissigen, zu 
dextrinieren und zu verzuckern, zeigt die Amylase des ungekeimten 
Getreides zwar eine verhaltnismaBig groBe Verzuckerungsfahigkeit., 
ihre Fahigkeit, Starke zu verfliissigen und zu dextrinieren, ist dagegen 
sehr schwach. Auch die verzuckernde Form ist im Korn nicht in 
_ihrer vollen Menge aktiv; diese aktive Form kann man jedoch in hohem 
Mae durch Zusatz von Papain und, wie unsere Untersuchungen zeigten ', 
auch von anderen proteolytischen Enzymen vermehren. Eine Reihe von 
Autoren nahm daher auf Grund dieser Beobachtungen als sicher an, 
dai} die Amylase im Getreide teilweise durch EiweiB gebunden und 
deshalb zum groBen Teil inaktiviert ist. Ohne besondere Untersuchung 
wurde weiterhin angenommen, daB im ungekeimten Getreide durch 
Proteaseneinwirkung ein Abbau des die Amylase angeblich bindenden 
EiweiBes stattfindet und auf diese Weise die aktive Amylasemenge im 
Getreide vermehrt wird. Unsere letzten Untersuchungen zeigten 
jedoch, daB diese Ansichten keine berechtigten Grundlagen hatten, da 
der EiweiBabbau durch Proteasen mit der Vermehrung der aktiven 
Amylasemenge im Getreide nichts gemein hat”, und daB man eine weit 
gréBere Zunahme der aktiven Amylase durch direkte Einwirkung von 
Schwefelwasserstoff auf Getreide erhalten kann*, trotzdem bei dessen 
EKinwirkung fast keine Proteolyse stattfindet. Diese groBe Zunahme 
der aktiven Amylasemenge konnte nur bei Gegenwart des Schwefel- 
wasserstoffs festgestellt werden und verschwand vollstaéndig, sobald 
dieser entfernt wurde. Auf Grund dieser Tatsache konnten wir zeigen, 
dafS bei der Einwirkung von Proteasen auf Getreide die Vermehrung 
der aktiven Amylasemenge durch Mobilisierung von Amylaseaktiva- 
toren erfolgt. 


1 T. Chrzqszcz u. J. Janicki, diese Zeitschr. 272, 402, 1934; 274, 274, 
1934; 278, 112, 1935; Roczniki, Nauk Ro!. i Les. 38, 191, 1934. 2 Dieselben, 
diese Zeitschr. 281, 408, 1935. ® Dieselben, ebenda 285, 47, 1936; Biochem. 
J. 30, 1936. 
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Die Untersuchungen iiber die Einwirkung von Proteasen bzw. 
Schwefelwasserstoff auf ungekeimtes Getreide geben jedoch keinen 
AufschluB tiber die Frage, ob die dextrinierende sowie die verfliissigende 
Funktion der Amylase sich im Getreide schon fertig vorfindet oder erst 
wihrend dessen Keimung entsteht. Wir konnten namlich mit Hilfe 
von Proteasen und H,S fast ausschlieBlich nur die verzuckernde Funk- 
tion der Amylase vermehren, wahrend die beiden iibrigen Funktionen 
unter deren EinfluB fast keine Veraénderungen erkennen lieBen. Zur 
Klarung des Problems schien es uns daher zweckmabig, die Amylase 
in ihren einzelnen Funktionen wahrend der ganzen Bildung und Reife 
des Kornes zu beobachten. 

In der Literatur findet man itiber Amylase im reifenden Korn 
einige Arbeiten, die jedoch unser Problem nicht lésen. A. Bach und 
Mitarbeiter! untersuchten Amylase im reifenden Weizen, beriick- 
sichtigten aber nur die verzuckernde Funktion derselben. Vor kurzem 
ver6ffentlichte A. Purr? eine Arbeit, in der gezeigt wird, daB sich schon 
im ersten Reifestadium der Gerste die Saccharogen- und Dextrinogen- 


amylase in demselben Verhaltnis wie wahrend der Getreidekeimung ‘ 


vorfindet. Das Verhaltnis dieser beiden Amylasekomponenten hangt 
nach der Ansicht Purrs direkt von dem EinfluB der oxydierten und 
reduzierten Form der Ascorbinséure (Vitamin C) ab. Bei der Getreide- 
reifung soll die reduzierte Form des Vitamins C' in die oxydierte Form 
iibergehen und als solche auf die «-Amylase (die dextrinierende Kraft) 
einen hemmenden Einflu8 ausiiben. Bereits nach Beendigung des 
experimentellen Teiles der vorliegenden Arbeit erschien ferner eine 
Arbeit von P.S. Ugriimow*® iiber Amylase in reifendem Weizen. In 
dieser Arbeit ist leider nur die verzuckernde und dextrinierende Funktion 
beriicksichtigt. In der vorliegenden Arbeit sollten daher einerseits alle 
drei Amylasefunktionen untersucht werden, und andererseits sollte vor 
allem festgestellt werden, ob die starkeverfliissigende Funktion sich im 
entstehenden bzw. reifenden Korn schon fertig vorfindet. Ferner sollte 
auch der EinfluB von Eleutosubstanzen* auf die Amylase des reifenden 
Xoggens untersucht werden. 


Experimenteller Teil. 


Zu den Untersuchungen wurden Roggenkérner in verschiedenen 
Bildungs- und Reifestadien verwendet, die den Ahren 8 Tage nach dem 
Bliihen und dann fortlaufend bis zur Vollreife entnommen wurden. Zu jeder 
Untersuchung wurden je 5 g schnell von den Spelzen befreiter Kérner ver- 
wendet und sorgfaltig im Morser zerrieben. Darauf wurden sie mit 50g 


' A. Bach, A.Oparin u. R. Wdahner, diese Zeitschr. 180, 363, 1927. 
> Biochem. J. 28, 1141, 1934. - % Diese Zeitschr. 282, 74, 1935. — 
4 7. Chrzaszcz u. J. Janicki, ebenda 268, 250, 1933. 
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destillierten Wassers in einen Kolben gespiilt und 20 Minuten lang von Zeit 
zu Zeit geschiittelt. Darauf wurde zentrifugiert und in der erhaltenen klaren 
Lésung die Bestimmung der drei amylolytischen Funktionen nach den in 
friiheren Arbeiten angegebenen Methoden durchgefiihrt. Die verfliissigende 
Kraft wurde dabei nach der Lintner-Sollied-Methode bestimmt!. Aufer 
diesen Ausziigen wurden analoge mit Zusatz von | bis 8°, Pepton her- 
gestellt. Dabei wurden mit fortschreitender Reife die Peptonmengen ver- 
gréBert. Pepton wurde zugesetzt, um die gesamte Amylasemenge aus dem 
Roggen unter Ausschaltung der die Amylase inaktivierenden Sistosubstanz 
zu erhalten. Jedesmal wurde bei der Herstellung der Ausziige in einer 
besonderen Roggenprobe der Wassergehalt bestimmt. Je nach dem Ent- 
wicklungs- und Reifestadium der Roggenkérner zeigten die entnommenen 
Proben einen dauernd geringeren Wassergehalt, die hergestellten Ausziige 
stammten demnach von dauernd zunehmender Kornmasse. 

In der Tabelle ist die verfliissigende und verzuckernde Funktion auf 1 g 
untersuchter Kornmasse umgerechnet, wahrend die dextrinierende Funktion 
fiir jeden Auszug direkt ohne Umrechnung angegeben ist. 

Aus der Tabelle geht hervor, daB vom ersten Augenblick der Korn- 
bildung an eine groBe amylolytische Kraft in ihren drei Funktionen, 
also auch der verfliissigenden und dextrinierenden Funktion, vor- 
handen ist. 

Von diesen drei Amylasekomponenten unterliegt die verzuckernde 
Funktion verhaltnismabig den geringsten Schwankungen. Die dextri- 
nierende Funktion ist im sich entwickelnden Korn so bedeutend, dab 
eine vollstandige Dextrinierung der Starke bis zum Achroostadium er- 
halten werden konnte. Besonders bemerkenswert ist, das auch die 
starkeverfliissigende Kraft groB war. Mit zanehmender Kornentwicklung 
erfolgt eine allmahliche, und wahrend dessen vélliger Reife eine jahe 
Abnahme der dextrinierenden und verfliissigenden und auch eine sehr 
starke Schwachung der verzuckernden Amylasefunktion. Dieser 
Abnahme der dextrinierenden und verfliissigenden Funktion kann man 
bis zu einem gewissen Reifestadium und in gewissen Grenzen mit 
Eleutosubstanz in der Form von Pepton entgegenwirken. Die Eleuto- 
substanz bewirkt, daB diese Funktionen im Auszug wieder fast in der 
urspriinglichen Kraft erscheinen. Dieser Einflu8 des Peptons wird 
jedoch mit zunehmender Roggenreife allmahlich schwacher, so dab man 
davon in spaterem Stadium sogar ein Mehrfaches davon bendétigt. 
Wahrend der Vollreife des Kornes ist schlieBlich ein Peptonzusatz fast 
vollig ohne EinfluB. 


Besprechung der Ergebnisse. 
Die uber die Amylase im Roggen von der Anlage bis zur Reife des 
Kornes durchgefiihrten Untersuchungen erscheinen in einer besonderen 
Beleuchtung, wenn man unsere friiher erfolgte Entdeckung der Sisto- 


1 7. Chrzaszcz u. J. Janicki, diese Zeitschr. 256, 252, 1932. 
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und Eleutosubstanz beriicksichtigt. Es sei daran erinnert, daB unsere 
in verschiedenen Getreide- und Malzarten gefundene Sistosubstanz 
durch Adsorption vor allem die verfliissigende, und weiterhin auch die 
dextrinierende Kraft der Amylase inaktiviert!. Wahrend der Reifung 
des Roggens kann vor allem auch ein starkes Abrehmen dieser beiden 
Funktionen festgestellt werden. Weiterhin sei daran erinnert, daB man 
diese, die Amylase inaktivierende Wirkung der Sistosubstanz durch 
Pepton als Eleutosubstanz aufheben kann?. Tatsiachlich kann man mit 
Pepton die scheinbare Abnahme der Amylase und besonders ihrer ver- 
fliissigenden und dextrinierenden Funktion wahrend der Bildung und 
Reifung des Getreides verhindern. SchlieBlich muBb festgestellt werden, 
daB die Gegenwirkung der Eleutosubstanz gegen die Abnahme der 
verzuckernden Amylasefunktion verhaltnismabig schwach ist. Daraus 
miuBte man den SchluB ziehen, das die Faktoren, die einerseits die 
dextrinierende und_ verfliissigende, andererseits die verzuckernde 
Funktion der Getreideamylase schwachen, verschieden sind. 


Diese Ansicht findet ihre Bestaétigung in unseren letzten Unter- 
suchungen iiber den Einfluf8 des Schwefelwasserstoffs ohne und mit 
Papain auf die Amylase des ungekeimten Getreides. Mit Schwefel- 
wasserstoff kann man naémlich die gesamte im Getreide vorhandene 
Amylase mobilisieren, von der !/, bis 2/5 sich im Getreide in inaktivem 
Zustande vorfinden. Noch etwas mehr Amylase kann bei Gegenwart 
von Schwefelwasserstoff zusammen mit Papain festgestellt werden. 
Die Mobilisierung der Amylase kann auch, allerdings in geringerem 
Grade, durch proteolytische Enzyme erfolgen. Bemerkenswert ist, dab 
diese Aktivierung der Amylase durch Schwefelwasserstoff bzw. durch 
Schwefelwasserstoff im Verein mit Papain fast ausschleBlich die ver- 
zuckernde Funktion betrifft, wahrend die iibrigen Funktionen, die ver- 
fliissigende und die dextrinierende, durch diese Faktoren nicht mobilisiert 
werden kénnen. Wir konnten zeigen, da man diese beiden letzteren 
Funktionen mit Pepton als Eleutosubstanz nur bis zu einem gewissen 
Entwicklungsstadium aktivieren kann, da diese Aktivierung im voll- 
gereiften Korn selbst durch groBe Peptonmengen nicht erreicht werden 
konnte. 


Man sieht demnach, daf auf die Aktivierung baw. die Abnahme der 
verschiedenen Amylasefunktionen verschiedene Faktoren einen ent- 
scheidenden EinfluB haben. Die Sistosubstanz inaktiviert die ver- 
fliissigende Funktion fast véllig, die dextrinierende etwas weniger und 
die verzuckernde nur schwach. Pepton wiederum aktiviert vor allem 


! Diese Zeitschr. 260, 354, 1933; 264, 192, 1933. 2 Ebenda 265, 
260, 1933. 
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die verfliissigende Funktion, etwas schwacher die dextrinierende, und 
in verhaltnismaBig geringem MaBe die verzuckernde Funktion. Pro- 
teolytische Enzyme, wie Papain, Trypsin, aktivieren die verzuckernde 
Funktion sehr kraftig, die beiden tibrigen Funktionen dagegen nur 
sehr schwach. Schwefelwasserstoff schlieBlich aktiviert die ver- 
zuckernde Funktion noch kraftiger, kann dagegen die verfliissigende 
und dextrinierende Funktion fast gar nicht aktivieren. Schwefel- 
wasserstoff und Papain zusammen wirken ahnlich wie Schwefelwasser- 
stoff allein, nur noch etwas kraftiger. 


Auf Grund der angefiihrten Beobachtungen kann man jetzt die 
Veranderungen der Amylasemenge und der verfliissigenden, dextri- 
nierenden und verzuckernden Funktion derselben im sich bildenden 
und reifenden Roggenkorn zusammenfassend darstellen. 


Im ersten Stadium der Kornbildung sind alle drei amylolytischen 
Amylasefunktionen reichlich vorhanden, die dextrinierende und ver- 
fliissigende Funktion wird jedoch durch Sistosubstanz fortlaufend immer 
mehr inaktiviert. Mit fortschreitender Kornreife findet dann eine 
gewisse, besonders starke Bindung dieser Funktionen statt, da sie in 
diesem Stadium weder durch die Eleutosubstanz Pepton noch durch 
proteolytische Enzyme frei gemacht werden kénnen. Die Abnahme 
der Menge der aktiven, verzuckernden Funktion wiederum erfolgt dabei 
durch Ausschaltung der Aktivatoren dieser Funktion. Wahrscheinlich 
beruht diese Inaktivierung auf deren Oxydation. 


Die Ergebnisse unserer Untersuchungen widersprechen demnach 
einigermaBen den Ansichten A. Purrs, der behauptet, daB die Abnahme 
der «-Amylase (Dextrinogenamylase) wahrend der Getreidereife durch 
die Oxydation von Vitamin C erfolgt (l.c.). Schon bei der Entdeckung 
der Kinase der dextrinierenden Funktion! —— mit der wir bewirken 
konnten, da die Getreideamylase die Fahigkeit erlangt, Starke zu 
dextrinieren traten wir der Angabe Ohlssons? entgegen, daB die 
Dextrinogenamylase (%-Amylase) sich erst 5 Tage nach der Keimung 
bildet. Die vorliegenden Untersuchungen zeigen wiederum, daB diese 
Angabe Ohlssons nicht richtig ist. Wir konnten namlich zeigen, 
daB die dextrinierende Funktion schon fertig in dem sich bil- 
denden Korn, demnach lange vor dessen spaterer Keimung, vor- 
handen ist, und daB sie nur wahrend der Keimung unter dem EinfluB 
nicht naher bekannter Faktoren aus dem inaktiven in den aktiven 
Zustand iibergeht. 


1 1. Chrzaszcz u. J. Janicki, Biochem. J. 28, 1949, 1934; diese Zeitschr. 
274, 274, 1934. 2G. Nordh u. E. Ohlsson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
204, 89, 1932. 
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Hauptergebnisse. 

1. Im Roggenkorn findet sich schon in den ersten Bildungsstadien 
fertige Amylase in ihren drei Funktionen, und zwar in der die Starke 
verfliissigenden, dextrinierenden und verzuckernden Funktion, vor. 

2. Mit zunehmender Reife erfolgt im Roggenkorn eine Inaktivierung 
der Amylase, wobei deren verzuckernde Funktion zum Teil, und die 
verfliissigende und dextrinierende Funktion fast véllig inaktiviert 
wird. 

3. Die Inaktivierung der dextrinierenden und _ verfliissigenden 
Funktion erfolgt vor allem durch deren Adsorption durch Sistosubstanz, 
die sich mit fortschreitender Getreidereifung in stets gréBerer Menge 
bildet. 

4. Die teilweise Inaktivierung der verzuckernden Funktion beruht 
wahrscheinlich hauptsachlich auf der Inaktivierung der Aktivatoren 


‘dieser Funktion durch Oxydation. 


5. Die Angabe Ohlssons, daB die dextrinierende Amylasefunktion 
sich erst waihrend der Keimung bildet, ist nicht zutreffend. 


Q* 











Uber Acetylbestimmung in Kohlenhydratderivaten. 
Von 
A. Friedrich und H. Sternberg. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat in Wien.) 


(Eimgegangen am 9, April 1936.) 


Vor einigen Jahren wurde in dieser Zeitschrift! iiber eine neue 
Methode der Mikro-Acetylbestimmung berichtet, welche sich von anderen 
Methoden durch ihre einfache Apparatur und die Bestimmung der Essig- 
saure auf jodometrischem Wege unterscheidet. In der Zwischenzeit 
wurden iiber den Verlauf der Acetylbestimmung bei verschiedenen 
K6rperklassen Erfahrungen gesammelt und im Zusammenhang damit 
eine eingehende Untersuchung iiber die Acetylbestimmungen in 
Kohlenhydratderivaten begonnen, da sich hier ganz besonders starke Ab- 
weichungen im Verlauf der Bestimmungen zeigten. Eine solche Unter- 
suchung war um so naheliegender, als gerade die Kohlenhydratver- 
bindungen den bedeutendsten Anwendungsbereich dieser analytischen 
Methode darstellen. 

I, Auftreten von schwefliger Siure. 

Bei Acetylbestimmungen mit p-Toluolsulfosaure als Verseifungs- 
mittel wird Sorge getragen, daB eventuell entstehende schweflige Saure, 
welche mit der Essigséure abdestilliert, nicht zur Titration gelangt. So 
verwenden F. Pregl und A. Soltys® bei ihrer Methode eine mit primarem 
Phosphat beschickte Vorlage, in welcher die schweflige Saure zuriick- 
gehalten wird, wahrend die Essigséure daraus wieder abdestilliert werden 
kann. Bei der von uns beschriebenen Methode wurde die schweflige 
Saure jodometrisch bestimmt und in Rechnung gestellt. Damit war zum 
erstenmal die Méglichkeit gegeben, sich iiber die Mengen der entstehenden 
schwefligen Saure ein Bild zu machen. 

Schon bei der Beschreibung der Methode wurde darauf hingewiesen, 
daB der Jodverbrauch durch die schweflige Saure ein geringer ist (0,01 
bis 0,l eem n/100 Jod). Ob nun dieser Jodverbrauch tatsaéchlich durch 
die schweflige Séure bedingt ist, war spater in Frage gestellt, da Acetyl- 
bestimmungen mit ein und derselben Substanz und ann&hernd gleichen 
Mengenverhaltnissen verschiedenen Jodverbrauch ergaben.  Blind- 
versuche zeigten, daB Jodverlust eintritt, wenn bei zu rascher Destillation 
das Gastempo voriibergehend die vorgeschriebene Geschwindigkeit iiber- 
steigt. Bei den spéteren Acetylbestimmungen wurde durch langsames 


' Diese Zeitschr. 261, 432, 1932. * Mikrochemie 7, 1, 1929. 
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Anheizen des Wasserbades die Destillation so geleitet, daB das ein- 
regulierte Gastempo fortlaufend konstant blieb: seither konnte bei keiner 
Acetylbestimmung ein Jodverbrauch festgestellt werden. 

Daraus ergibt sich, dap bei Acetylbestimmungen mit Toluolsulfosdure 
als Verseifungsmittel tiberhau pt keine schweflige Sdure entsteht und eventuell 
zu hoch gefundene Acetylwerte auf andere Ursachen zuriickgefihrt werden 
miissen. 

In Zusammenhang damit konnte die Methode vereinfacht werden, da 
die Vorlage von n/100 Jodlésung zwecklos ist. Bei allen weiteren Be- 
stimmungen wurden 20 cem destilliertes Wasser vorgelegt, und nach Ab- 
schluB der Destillationen und Entfernung der Kohlensaure mit einer einzigen 
Titration die Bestimmung abgeschlossen. Diese Vereinfachung kommt auch 
der Genauigkeit der Methode zugute, da der Zusatz von Starke erst knapp 
vor Titrationsende erfolgt; friiher war die Starke schon von der ersten 
Titration her in der Lésung vorhanden und wurde oft Anla& zu kleineren 
Stérungen. 

II. Verhalten der Kohlenhydratyerbindungen. 

Die Acetylverbindungen der Kohlenhydrate unterscheiden sich von 
den Acetylverbindungen anderer Kérperklassen dadurch, daB sie bei 
dieser Acetylbestimmung regelmaBig falschlich erhéhte Acetylwerte er- 
geben. Dieser Umstand war friiher nicht so auffallig, da in der irrtiim- 
lichen Annahme, daB schweflige Saure der Essigséure beigemengt ist, das 
doppelte Aquivalent des gefundenen Jodverbrauchs von der Gesamt- 
aziditét abgerechnet wurde. Mit der Vereinfachung der Methode kamen 
jedoch die Fehlresultate deutlich zum Ausdruck. 

DaB diese falschlichen Erhéhungen der Acetylwerte mit der Zer- 
setzung des verseiften Kohlenhydratanteiles zusammenhangen, lieB sich 
experimentell leicht nachweisen. Die Zersetzung des Materials beginnt 
in dem Stadium der Destillation, in welchem die Temperatur des Wasser- 
bades sich dem Siedepunkt nahert und die Toluolsulfosaure sich kon- 
zentriert. In dem AusmaBe nun, in welchem die Erhitzung weiter fort- 
gesetzt wird, schreitet die Zersetzung weiter fort und steigert sich die 
Erhoéhung der Acetylwerte, bis ein der Substanzmenge entsprechendes 
Maximum erreicht ist. Unterbricht man mit Erreichung des Siedepunkts 
die Destillation (Abhebern des heiBen Wassers), so kann man die Zer- 
setzung des Materials auf ein ertragliches MaB herabsetzen: in diesem 
Stadium ist jedoch die Essigséure noch nicht restlos abdestilliert. 

Es wurde weiter gefunden, daB es nicht gleichgiiltig ist, ob man bei 
Acetylbestimmungen in Kohlenhydratverbindungen die Essigséure im 
Destillat jodometrisch oder azidimetrisch bestimmt. In der Regel wirkt 
sich die Stérung durch die Zersetzung des Materials bei der azidimetrischen 
Bestimmung viel starker aus als bei der jodometrischen Bestimmung. 
Diese Erscheinung wurde regelmaBig beobachtet, nur ist die GréBe der 
Abweichung zwischen den beiden Methoden verschieden und hangt vom 








4 A. Friedrich u. H. Sternberg: 


Charakter der jeweiligen Substanz ab. Der krasseste Fall, den wir bisher 
beobachteten, war ein Cellulosederivat mit 0,2 bis 0,4 % Acetyl. Diese 
Substanz ergab infolge Zersetzung des Materials bei der jodometrischen 
Bestimmung einen Acetylwert von 1,4 bis 1,6 °%, bei der azidimetrischen 
Bestimmung (unter vollkommen gleichen Bedingungen) 7 bis 8 % Acetyl. 


SchlieBlich sei noch folgende Beobachtung erwahnt: Bei manchen 
Acetylbestimmungen wurde (wegen der besseren Léslichkeit) die Ver- 
seifung der Substanz mit Lauge durchgefiihrt ; in diesen Fallen wurde das 
mit Substanz und Lauge beschickte Kélbchen einfach in ein siedendes 
Wasserbad gehangt ; nach entsprechender Zeit wurde es herausgenommen, 
abgekiihlt und an die Apparatur angeschaltet. Nun wurde so viel Toluol- 
sulfoséure zugegeben, daB diese im reichlichen Uberschu8 vorhanden war, 
und dann mit der Destillation begonnen. Bei all diesen Bestimmungen 
war die Zersetzung des Kohlenhydratanteils wesentlich geringer und die 
gefundenen Acetylwerte weniger erhéht. 

Alle diese Beobachtungen wurden eingehend experimentell nach- 
gepriift, wobei insbesondere Blindversuche ohne Substanz und Blind- 
versuche mit reinster Glucose sich als sehr aufschluBreich erwiesen. 

Obwohl diese Untersuchungen die bisherigen Beobachtungen ein- 
deutig bestatigten, lassen sich beziiglichder Ursachen dieser Erscheinungen 
nur Vermutungen anstellen: Es ist méglich, daB bei der Zersetzung des 
Kohlenhydrats neben sauren Anteilen auch andere fliichtige Anteile 
entstehen, die mit der vorgelegten Lauge in Reaktion treten und einen 
gréBeren Verbrauch an Lauge bedingen; damit ware eine Erklarung ge- 
geben, warum bei der azidimetrischen Bestimmung des Destillats die 
Werte stets héher ausfallen als bei der jodometrischen Bestimmung. 
Beziiglich der bemerkenswerten Erscheinung, daB die Zersetzung des 
Kohlenhydrats, trotz Gegenwart von Toluolsulfosiure, wesentlich ge- 
hemmt ist, wenn vorangehend mit Lauge verseift wurde, neigten wir zur 
Annahme, daB aus einem Molekiil Toluolsulfosaure und einem Molekiil 
toluolsulfosaurem Kalium ein saures Salz entsteht, welches auf das 
Kohlenhydrat nicht mehr die zersetzende Wirkung ausiibt wie die freie 
Saure. 

Von dieser Voraussetzung ausgehend versuchten wir nun die Zer- 
setzung des Kohlenhydrats zu verhindern. Die Acetylbestimmungen 
wurden in gleicher Weise durchgefiihrt wie bisher, nur wurde nach be- 
endigter Verseifung mit Toluolsulfoséure in das abgekihlte K6élbchen 
so viel Lauge gegeben, daB die Halfte der Toluolsulfoséure neutralisiert 
war. Dann wurde die Destillation nach der friiheren Vorschrift durch- 
gefiihrt, bis das Wasserbad 5 Minuten lang im lebhaften Sieden war. 

Die Versuchsergebnisse bestatigten unsere Annahme: Eine Zer- 
setzung des Materials war kaum merkbar, héchstens ein schwacher gelb- 
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licher oder braunlicher Farbstich (friiher schwarzbraun bis kohlig 
schwarz). Bei den Blindversuchen mit feiner Glucose wurde kein Blind- 
wert beobachtet, bei allen weiteren Acetylbestimmungen keine Er- 
héhung der Acetylwerte. Diese Angaben beziehen sich jedoch nur auf die 
jodometrische Bestimmung der Essigséure (Vorlage von Wasser). Bei der 
azidimetrischen Bestimmung der Essigséure (Vorlage von Lauge) treten 
trotz des Alkalizusatzes Blindwerte auf, die eine Anwendung dieser 
Titrationsmethode unter keinen Umstanden zulassen. 

Die Halbneutralisation der Toluolsulfosdure mit Kalilauge vor Beginn 
der Essigsduredestillation erméglicht die richtige Durchfiihrung der Acetyl- 
bestimmung in Kohlenhydratderivaten, wobei die jodometrische Bestimmung 
der Essigséure Voraussetzung ist. 

Erganzende Versuche, mit geringerem oder gréBerem Zusatz von 
Lauge zu arbeiten, fiihrten zu schlechten Ergebnissen. Geringerer 
Laugenzusatz als die Halfte verhindert nicht mehr die Zersetzung und 
bedingt Blindwerte; bei gréBerem Laugenzusatz !aBt sich die Essigséure 
aus dem Salzriickstand nicht mehr quantitativ abdestillieren. 


Es war naheligend, auf Grund dieser Ergebnisse ein eigenes Ver- 
seifungsmittel fiir Kohlenhydrat-Acetylverbindungen herzustellen. Ein 
Volumen 25° ,iger p-Toluolsulfosaure wurde in einer Schale mit der 
Halfte der aquivalenten Menge Kalilauge versetzt, auf dem Wasser- 
bad zu Trockne gedampft, der Riickstand mit Wasser aufgenommen, und 
zwar mit der halben Volumenmenge der angewandten p-Toluolsulfosaure, 
so da trotz der Halbneutralisation die freie Toluolsulfosiure in der 
friiheren Konzentration von 25°, vorhanden war. 

Dieses Verseifungsmittel hat den Vorzug, daB man die Bestimmung 
(Verseifung und Destillation) in einem Zuge durchfiihren kann und die 
zeitraubende Unterbrechung nach der Verseifung sowie verschiedene 
Manipulationen, vor allem das vorsichtig durchzufiihrende Zusetzen der 
Lauge, die nirgends die Wand benetzen darf, unterbleiben kann. 


Die Ergebnisse, die mit diesem Verseifungsmittel bei der Acetyl- 
bestimmung in Pentaacetylglucose, Phenacetin, sowie bei Blindversuchen 
mit reiner Glucose erzielt wurden, sind vollkommen gleich den fritheren 
Ergebnissen der Acetylbestimmungen mit nachtraglichem Zusatz von 
Lauge. Es ist sehr wahrscheinlich, dab dieses Reagens ganz allgemein 
an Stelle von Toluolsulfosture bei Acetylbestimmungen angewendet 
werden kann, doch liegen noch keine umfassenderen Erfahrungen vor. 


Erscheint es infolge der besseren Léslichkeit einer Substanz geboten, 
die Verseifung in Lauge durchzufiihren, so ist natiirlich die Unterbrechung 
der Bestimmung nach der Verseifung zwecks Zugabe der Toluolsulfosaure 
erforderlich. Aus diesem Grunde wird dieser Teil der Methode im folgen- 
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den Abschnitt naher besprochen, obwohl er in der Mehrzahl der Falle 
nicht nétig sein wird. 

Fehlergrenzen der Methodik. Mit der Verhinderung der Blindwerte 
durch das vorangehend beschriebene Verfahren, sowie nach genauer 
Priifung eventueller anderer Fehlerquellen bei der Titration wurden 
Acetylwerte, die héher liegen als der theoretische Wert, nicht mehr 
gefunden. Dagegen zeigte sich im Durehschnitt von 50 Acetyl- 
bestimmungen, daB infolge kleiner Verluste an Essigséure die experi- 
mentell gefundenen Werte immer etwas tiefer liegen. In dieser Hinsicht 
wurden weitere Versuche angestellt, welche ergaben, daB sich dieser 
Essigsaureverlust aus einer Reihe minimaler Verluste, die sich auf die 
einzelnen Phasen der Bestimmung verteilen, zusammensetzt. Der 
Verlust ist immer proportional der jeweiligen Essigsauremenge, welche 
schlieBlich zur Titration gelangt und betragt im Durchschnitt rund 4% 
der titrierten Essigséure. 

Il. Ausfiihrung der Acetylbestimmung. 

Die Durchfiihrung der Acetylbestimmung wird hier nicht im ganzen 
Umfange wiedergegeben, da dies bereits in der vorangehenden Ver- 
6ffentlichung (1. c.) geschehen ist. Im nachfolgenden wird nur der Gang 
der Bestimmung gebracht, wobei die neu dazugekommenen Teile ein- 
gehender behandelt werden. 

Apparatur. Die Apparatur ist im wesentlichen dieselbe wie friiher, 
nur hat das Destillationské6lbchen einige technische Verbesserungen er- 
fahren: a) Die Gaseinleitungskapillare wurde einige Zentimeter oberhalb 
des Gummistopfens rechtwinklig abgebogen, der horizontale Teil setzt sich 
bis liber den Rand des Becherglases (Wasserbad) hinaus fort, erst dann folgt 
das Gummistiick mit dem Quetschhahn. Der Zweck dieser Abanderung 
ist, das Schlauchstiick mit dem Regulierungshahn der Dampf- und Hitze- 
wirkung des Wasserbades zu entziehen und auf diese Weise den Gummi vor 
Erweichen, Klebrigwerden und Wasserkondensation zu schiitzen. b) An 
Stelle des bisher verwendeten Tropftrichters mit Glashahn wurde der 
Tropftrichter mit eingeschliffenem Glasstab verwendet, wie er bei der 
Acetylbestimmungsapparatur nach #’. Pregl und A. Soltys (1. ¢.) beschrieben 
ist. In der Handhabung hat sich letztgenannter Trichter, der ebenfalls 
der Hitzewirkung des Wasserbades ausgesetzt ist, besser bewahrt als der 
Glashahntrichter. ¢) Das Kniestiick des Destillationskélbchens, welches an 
den Kiihler anschlieBt, wurde durch eine Kugel ersetzt, in welche beide 
Schenkel (rechtwinklig zueinander) miinden. Dadurch ist eine gréBere 
Sicherheit vor Uberkriechen der Toluolsulfosaure in den Kiihler gegeben. 
Das am Beginn des Kniestiickes in dasselbe eingesetzte Wattebauschchen 
bleibt nach wie vor bestehen. 

Es empfiehlt sich, in den Vakuumschlauch, welcher die Apparatur mit 
der Wasserstrahlpumpe verbindet, eine Glasréhre einzuschalten, die in der 
Mitte eine kapillare Verengung aufweist. Dadurch wird ein unerwiinschtes 
DurchreiBen des Gasstromes durch die Apparatur vermieden und die Ein- 
regulierung und Konstanthaltung des Gasstromes erleichtert'. 


' Die Apparatur kann durch die Firma Paul Haack in Wien IX in 
vorschriftsmaBiger Ausfiihrung bezogen werden. 
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Einwaage der Substanz. Die friiher angegebene Einwaage der Substanz 
mit dem Porzellanschiffehen wurde nur dann beibehalten, wenn es sich 
um klebrige oder harzige Stoffe handelte, ferner bei sehr hygroskopischen 
Substanzen, bei welchen das Schiffchen im geschlossenen Mikroschweinchen 
gewogen wird. Alle iibrigen festen Stoffe werden jetzt nur mit Hilfe des 
Liebschen Wageréhrehens! direkt in das getrocknete Destillationskélbchen 
eingewogen. Fliissigkeiten werden in Kapillaren eingewogen, diese ge- 
schlossen in das Kélbchen gebracht und nach Zugabe des Verseifungsmittels 
mit Hilfe der Gaseinleitungskapillare zertriimmert. Die Einwaage wihlt 
man je nach dem zu erwartenden Acetylgehalt zwischen 3 und 8 mg. Nur 
wenn ein Gehalt von wenigen Zehntelprozenten zu erwarten ist, nimmt man 
Einwaagen von 20 bis 30 mg. 


Zusammenstellung der Apparatur und Verseifung. 

Dieser Teil der Bestimmung erfaihrt nur kleine Ab&énderungen: 
Die Vorlage der n 100 Jodlésung entfallt, dafiir werden 20 cem destillier- 
tes Wasser in die Vorlage gegeben, die Gaseinleitungskapillare wird so 
eingesetzt, daB sie wahrend der Verseifung einige cm oberhalb der 
Fliissigkeit steht (nicht eintauchen). Das Verseifungsmittel (1 cem) 
kann sein: eine 50°,ige Lésung des friiher beschriebenen Reagenses 
(saures toluolsulfosaures Kalium) oder eine 25°,ige Lésung von 
p-Toluolsulfosaure oder 8°,ige reine Kalilauge. Beim letztgenannten 
Verseifungsmittel mu das Einfiillen mit Vorsicht geschehen, da der 
obere Teil des Kélbchens sowie die Wandung des Halses nicht benetzt 
werden darf; am besten bedient man sich des spater beschriebenen 
Einfiilltrichters. 

Vorbereitung zur Destillation. Diese Vorbereitung richtet sich nach 
dem angewandten Verseifungsmittel : 

A. Bei Anwendung des Verseifungsreagenses (saures toluolsulfo- 
saures Kalium) nimmt die Bestimmung den gleichen Verlauf wie sie 
in der ersten Mitteilung beschrieben wurde. Das heiBe Wasser wird 
abgehebert, durch kaltes ersetzt, der Gasstrom einreguliert und mit der 
Destillation begonnen. 

B. Bei Anwendung von Lauge oder Toluolsulfoséure als Ver- 
seifungsmittel wird wie friiher das heiBe Wasser abgehebert, dann jedoch 
mit Liswasser aufgefillt, dieses nach 5 Minuten durch frisches Eiswasser 
ersetzt und weiter 5 Minuten gekiihlt. Jetzt entfernt man die Gas- 
einleitungskapillare und fiigt bei Verseifung mit Lauge das doppelte 
Aquivalent p-Toluolsulfosdure zu, bei Verseifung mit Toluolsulfosdure 
das halbe Aquivalent 8 °,iger Lauge. 

Die Mengen von Lauge oder Saure, welche zuzufiigen sind, miissen 
vorher ermittelt werden. Man nimmt | cem der 25°,igen Toluolsulfosiure 
in ein Reagensglas, verdiinnt mit Wasser, gibt etwas Phenolphthalein zu 


' Siehe A. Friedrich, Die Praxis der quant. organ. Mikroanalyse. 
Leipzig-Wien, Verlag Franz Deuticke, 1933. 
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und lat nun aus einer feiner geteilten MeBpipette (deren Spitze man in die 
Saurel6sung eintauchen laBt) in kleinen Teilen (0,02 cem) die 8 °oige Lauge 
zutlieBen. Der mit Erreichung des Indikatorumschlages ermittelte Laugen- 
verbrauch wird als Aquivalent der Saure genommen und den spiteren Be- 
rechnungen zugrunde gelegt. 

Das Zufiigen der Toluolsulfosiure kann einfach mit einer Pipette er- 
folgen; das Zufiigen der Lauge dagegen mu mit Hilfe eines Einfiilltrichters 
geschehen, damit die Wand nirgends benetzt wird. Der Einfiilltrichter, 
den man sich durch Ausziehen eines Reagensglases herstellt, wird auf den 
Hals des Kélbchens aufgesetzt und soll mit dem Schaft (2 bis 3mm Durch- 
messer) bis in die Mitte der Kugel reichen. Nach Einfiillen der Lauge wird 
der Trichter vorsichtig entfernt, damit man die Wandung nicht beriihrt. 
Nun wird die Gaseinleitungskapillare wieder eingesetzt und mit der De- 
stillation begonnen. 

Destillation. Zur Destillation ist nur zu bemerken, daB jetzt (zum 
Unterschied von friiher) schon vor dem Ansaugen des Vakuums die Vorlage 
hochgeschoben wird und der Kiihler in das Wasser eintaucht. Die Ein- 
regulierung und Kinhaltung des Gastempos wird durch die vorangehend 
erwahnte Kapillare erleichtert. Im tibrigen geht man zweckmabBig so vor, 
daB man erst das Wasserbad nur mit kleiner Flamme heizt und abwartet, 
bis alles Wasser im K6lbchen abdestilliert ist, dann kann man rasch bis 
zum Sieden steigern. Alles andere bleibt gleich wie in der urspriinglichen 
Methode. 

Abschlup der Bestimmung und Titration. Der AbschluB der Be- 
stimmung ist der gleiche wie er in der urspriinglichen Methode be- 
schrieben wurde. Beim Abspiilen des Kiihlers spare man mit Wasch- 
wasser, damit der Inhalt der Vorlage 30 ccm nicht tibersteigt. 

Zur Titration gibt man in die Vorlage 1 g Kaliumjodid (p. a.); 
nach erfolgter Lésung wird das Ansatzrohr des Kélbchens mit einer 
Schlauchkappe verschlossen, dann das K6lbchen auf offener Flamme zum 
Sieden erhitzt. Man laBt genau 5 Sekunden wallen, verschlieBt dann das 
Kélbchen sofort mit dem Natronkalkrohr und kiihlt unter dem Wasser- 
strahl vollkommen ab. Zur abgekiihlten Lésung gibt man 5 bis 6 Tropfen 
einer 4°%igen Kaliumjodatlésung (p. a.), verschlieBt sogleich wieder das 
K6élbechen, schwenkt um und stellt es fiir 30 Minuten ins Dunkle; bei 
gréBeren Jodausscheidungen l48t man 45 Minuten stehen. Dann wird 
geiffnet und sogleich mit n/100 Thiosulfat titriert; der Starkezusatz 
erfolgt erst, wenn die Lésung blaBgelbe Farbe angenommen hat. 

Ergibt eine Bestimmung nur eine geringe Jodausscheidung (einige 
Zehntelkubikzentimeter), so ist die Wiederholung derselben mit grober 
Substanzeinwaage (20 bis 30mg) zu empfehlen. Ist dies jedoch nicht méglich, 
so mache man einen Blindversuch mit Jodid und Jodat allein in analoger 
Weise wie bei der Bestimmung. Trotz Anwendung reinster Chemikalien 
findet man gelegentlich einen Blindwert bis zu 0,05 cem n/100 Thiosulfat, 
der in solehen Fallen eingerechnet werden miiBte. 


Berechnung und Fehlergrenze. Zum abgelesenen Volumen n/100 Thio- 
sulfat addiert man 4°; die so erhaltene Zahl wird in Rechnung gestellt. 
1 cem n/100 Thiosulfat entspricht 0,430 mg CH,CO, log. Faktor : 63370. 
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Der Verlust von 4° der gesamten Essigsaéure, welcher sich, wie 
friiher erwahnt, aus unvermeidlichen, kleinen Verlusten in den einzelnen 
Phasen der Bestimmung zusammensetzt, ist bei allen Acetylbestimmun- 
gen, sowie bei analog durchgefiihrten Bestimmungen von Essigsaure 
in Natriumacetat konstant aufgetreten. Nach seiner Einrechnung 
liegen die gefundenen Resultate im Durchschnitt innerhalb eines halben 
Prozentes um den theoretischen Wert. 


Experimentelle Belege. 





0/) Acetyl 


gefunden Fehler 


I. Acetylbestimmungen ohne Verhinderung der Zersetzung ; 
2 Destillationen nach Vorschrift. 


A. Jodometrie. 

55 mg Glucose. . . . . 1,18cem n/100 Thiosulfat 8.94 + 
f . Seas 1,38 , n/100 a 8,74 + 

Pentaacetylglucose 8,04 , n/100 58,18 + 
8,80 , n/L00 ‘ 58,70 + 3.57 
B. Acidimetrie. 
6,285 mg Glucose. .... 0, em n/50 Lauge. . . 10,13 + 1013 
5,735, SS ee eee 10,65 + 10,65 
5,850 , Pentaacetylglucose 1 ain ae 64,57 + 9,44 


8,74 


” 


4 
5,975 , " ee 6) SERS ee 65,52 + 10,39 


II. Acetylbestimmungen mit Verhinderung der Zersetzung durch Verseifung mit 
saurem toluolsulfosauren Kalium oder nachtriglicher 50° piger 
Neutralisation der Toluolsulfosaure. 


A. Jodometrie. 
5,555 mg Glucose. . . . . 0,00cem n/100 Thiosulfat 0,00 0,00 
9,805 , : ot wee See ieee 0,13 + 0,13 
4,045 Pentaacetylglucose 5,21 n/100 55,41 0,28 
6,205, 8,04 n/100 55,74 + 0.61 
6,050 7,66 n/ 100 54,47 0,66 
3,185 , 4,13 n/100 55,79 0,66 
3,130 4,01 n/109 55,12 - 0,01 
3,205 . 4,07 n/100 54,63 ~ 0,50 
8,820 , 4,87 n/100 54,85 0,28 

. Acidimetrie. 
5,848 mg Glucose . . . 16cem n/50 Lauge. . . 2.36 + 2,36 
6.025 » Pentaacety Iglucose i, no , els 66,41 + 11,28 
6,239, ae Pens. | Si) | ne an aro 64.50 + 9,37 


Anmerkung. Die Einrechnung von 4° Essigséureverlust erfolgte nur 
bei den im Abschnitt II unter Jodometrie angegebenen Analysen der 
Pentaacetylglucose. Bei allen anderen Analysen ist dies nicht geschehen, 
es sind sonach die positiven Fehlresultate noch etwas gréBer als sie hier 
angegeben sind. 





Untersuchungen an Oktopusmuskulatur. 
Isolierung und enzymatisches Verhalten von Adenylpyrophos- 
phorsiure und Argininphosphorsiaure. 


Von 
K. Lohmann. 
(Aus der Zoologischen Station Neapel und dem Institut fiir Physiologie am 
Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizinische Forschung in Heidelberg.) 


(Eingegangen am 17, April 1936.) 


Nach der Auffindung und Isolierung der Argininphosphorséure 
aus Krebsmuskulatur! ist das Vorkommen dieser Verbindung in Wirbel- 
losen oft untersucht worden. Dies ist jedoch nur nach den schon 
l.c.')* angegebenen indirekten Methoden geschehen: durch Be- 
stimmung der Aufspaltungsgeschwindigkeit in verdiinnter Saéure, deren 
Beeinflussung durch Molybdat und teilweise auch durch den Nachweis 
des Arginins. Eine Isolierung ist sonst nicht erfolgt. Erwahnt seien 
die Untersuchungen von Meyerhof*® iiber das Vorkommen der Arginin- 
phosphorséure in den verschiedenen Tierklassen (Mollusken, Echino- 
dermen und Wiirmern), von Schiitze* und Baldwin® bei Insekten, sowie 
die bemerkenswerten Befunde von Needham, Needham, Baldwin und 
Yudkin® iiber das gleichzeitige Vorkommen von Argininphosphorsaéure 
und Kreatinphosphorsaéure in den Kaumuskeln von Strongylocentrotus 
lividus und im Kérper des Enteropneusten Balanoglossus. Da die 
Argininphosphorsaure den Wirbellosen, die Kreatinphosphorséure aber 
den Wirbeltieren zakommt, wird dieser letztere Befund als eine physio- 
logisch-chemische Bestatigung der auf morphologischem Wege von 
Bateson u. a. entwickelten Annahme angesehen, da® sich die Wirbel- 
tiere aus den Echinodermen und Enteropneusten entwickelt haben. 
Spater fand Baldwin’, daB das in Kephalopodenmuskulatur vorhandene 
Phosphagen nicht mit der Kreatinphosphorséure und Argininphosphor- 
sdure identisch sein sollte. Unterstiitzt wird diese Angabe durch 


' O, Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 196, 22, 49, 1928. 

> K. Lohmann, ebenda 194, 306, 1928. 3 O,. Meyerhof, Arch. di Se. biol. 
12, 536, 1928. — 4 W. Schaitze, Zoolog. Jahrbiicher (Allg. Zool.) 51, 505, 1932. 

> BE. Baldwin u. D. M. Needham, Journ. of Physiol. 80, 221, 1933. Der 
hier fiir Fliegenmuskulatur angegebene Gehalt an Argininphosphorsaure 
ist im Vergleich zur Krebsmuskulatur (und entsprechend fiir Kreatin- 
phosphorsiéure der Wirbeltiermuskeln) sehr niedrig. Ahnliche Werte fand 
ich im Friihjahr 1928 in bisher unveréffentlichten Versuchen mit Bienen- 
muskulatur. ® Proc. Roy. Soc. (B) 110, 260, 1932. -- 7 EB. Baldwin, 
Journ. of exper. Biol. 10, 222, 1933. 
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Iseki!, der in Oktopusmuskulatur in der Argininfraktion kein Arginin, 
sondern eine Base CgH,,N, fand, die wahrscheinlich Methylagmatin 


sein sollte. Diese Beobachtungen waren von entwicklungsgeschicht- 
licher Bedeutung, da das Phosphagen der Lamellibranchier Arginin- 
phosphorsaure ist. 

Im September und Oktober 1935 habe ich an der Zoologischen 
Station in Neapel das Phosphagen aus Oktopusmuskulatur isoliert. Die 
Verbindung erweist sich als Argininphosphorsaéure; sie ist in allen 
Punkten identisch mit der aus Krebsmuskulatur erhaltenen Guanidino- 
phosphorsaure. AuBerdem wurde die Adenylpyrophosphorsaure als 
Ba-Salz isoliert. Danach ist also das Phosphagen (Guanidinophosphor- 
séure) des Kephalopoden Oktopus dieselbe Argininphosphorsaure wie 
bei den Crustaceen, die Adenylpyrophosphorsaure dieselbe Verbindung 
wie in der Skelettmuskulatur des Kaninchens, des Huhns? und des 
Frosches, der Herzmuskulatur des Kalbes sowie der quergestreiften 
Muskulatur des Krebses. Der enzymatische Umsatz dieser beiden 
Verbindungen in Oktopusmuskulatur ist weitgehend derselbe wie bei 
den anderen Muskulaturen und ahnelt insbesondere dem Umsatz in der 
Krebsmuskulatur. AuBerdem wurde die Oktopusmuskulatur auf einige 
bei der Milchséurebildung eine Rolle spielende Fermente untersucht: 
Auf das enzymatische Gleichgewicht Hexosediphosphorsaéure = 2 Di- 
oxyacetonphosphorsaure, auf die Dephosphorylierung von 3- und 2-Phos- 
phoglycerinséure und Phosphobrenztraubensaure, ferner auf das Vor- 
kommen von Methylglyoxalase und Muskeladenylséure-Desaminase. 
Es wurde bestatigt, dag’ Oktopusmuskulatur bei der Autolyse nur sehr 
wenig Milchsdéure zu bilden vermag. 


I. Methodik. 


Die P-Bestimmungen erfolgten in der iiblichen Weise kolori- 
metrisch®. Fiir die Bestimmung der Argininphosphorsaure (aus der 
Differenz von anorganischem P und der Summe von anorganischem P 
und Argininphosphat-P nach Saurehydrolyse) wurden die Versuchs- 
ansatze (zumeist 2,0 cem) mit 5,0cem 4°(iger eiskalter Trichloressig- 
saure enteiweiBt, sofort filtriert, 1,0 cem entnommen und mit | Tropfen 
Ammoniak neutralisiert. Bei der kolorimetrischen P-Bestimmung in 
dieser Lésung wird dann nur der anorganische P bestimmt, da die 
Aufspaltung der Argininphosphorsaure durch Molybdat fast vollstandig 
gehemmt wird. Die Aufspaltung der Argininphosphorsaure erfolgte 
entweder durch Stehenlassen der trichloressigsauren Lésung wahrend 


1 7. Iseki, Zeitschr. tf. physiol. Chem. 208, 259, 1931. > Unver- 
6ffentlichte Versuche. —— ? K. Lohmann u. L. Jendrassik, diese Zeitschr. 
178, 419, 1926. 
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18 Stunden bei 24° oder zumeist durch genau 1 Minute langes Erhitzen 
im siedenden Wasserbad. Die Argininphosphorséure wird hierbei voll- 
standig aufgespalten, der leicht hydrolysierbare P der Adenylpyro- 
phosphorséure und Adenosindiphosphorsaéure nur zu 4 bis 5%. Andere 


Phosphorsaureester stéren noch weniger. 

Fir die Extraktdarstellung wurde 1 Teil durch die Fleisch- 
maschine gedrehte Oktopusmuskulatur mit 1 Teil Meerwasser verrihrt 
und dann dieser Brei mit demselben Volumen destillierten Wassers 
unter Gefrierenlassen sehr fein zerrieben und scharf zentrifugiert 
(,,Extrakt‘). Fiir die in Heidelberg ausgefiihrten Extraktversuche 
wurde der mit | Teil Meerwasser hergestellte Oktopusmuskelbrei unter 
Toluol aus Neapel geschickt; die Sendung war 2 Tage unterwegs. 


II. Isolierung der Adenylpyrophosphorsaure }. 


Fiir die Isolierung der Adenylpyrophosphorséure und der Arginin- 
phosphorsaure eignen sich nur die nach Gefrieren der Mantelmuskulatur 
in flissiger Luft mit Trichloressigséure erhaltenen eiweiBfreien Extrakte. 
Bei dem Versuch, die Tiere oder die excidierte Muskulatur mit Eis usw. 
abzukiihlen, trat sehr schnell unter fast vélligem Zerfall der gesuchten 
Verbindungen Starre auf. 

Von frisch gefangenen mittelgroBen Oktopus (Mantelgewicht etwa 
20g Muskulatur) den Mantel mit einem Scherenschlag abtrennen, auf- 
schneiden, Eingeweide entfernen und in zwei Teilen in fliissiger Luft ge- 
frieren. Die gefrorene Muskulatur zerkleinern und in etwa derselben Ge- 
wichtsmenge 10° iger Trichloressigsiure extrahieren, abpressen und 
Extraktion des Riickstandes nochmals mit 4°,iger Trichloressigséure 
wiederholen. Die von jedem Tier vereinigten Lésungen sofort zentrifugieren, 
die etwas triibe Lé6sung mit NaOH genau neutralisieren, Unlésliches wieder 
abzentrifugieren. Diese neutralen Losungen, die Adenylpyrophosphor- 
sdure und Argininphosphorsaure enthalten, von mehreren Tieren sammeln 
und gemeinsam verarbeiten: mit geniigend Ba-Acetat in Substanz ver- 
setzen, Niederschlag (= Nd.I, mit Ba-Adenylpyrophosphat) abzentri- 
fugieren und die Lésung mit der doppelten Menge Alkohol fallen (= Nd. I, 
mit Ba-Argininphosphat). Beide Niederschlaige mit Alkohol und Ather 
entwassern und trocknen. 

Nd. I mit verdiinnter HNO, bei schwach kongosaurer Reaktion 
lésen; Unlésliches verwerfen. Saure Lésung mit salpetersaurer Hg(N Os)9- 
Lésung fallen, Niederschlag einmal mit Wasser waschen, in Wasser suspen- 
dieren, mit H,S zersetzen und durchliiftete Lésung als Ba-Salz frak- 
tionieren, bis in der schwerer léslichen Fraktion das Verhaltnis von leicht 
hydrolysierbarem P (d.h. bei 7 Minuten-Hydrolyse in n HCl im Wasser- 
bad) zu schwer hydrolysierbarem genau 2:1 ist; gegebenenfalls bei un- 
vollstandiger Entfernung des anorganischen Phosphats die Hg-Fallung 


wiederholen. 


'Vgl. K. Lohmann, diese Zeitschr. 238, 460, 1931; 254, 381, 1932; 
K. Lohmann u. Ph. Schuster, ebenda 282, 104, 1935. 
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Analysen. 


Im folgenden werden fiir ein amorphes Ba-Salz, dessen Wassergehalt 
nicht definiert war, die Aquivalentwerte der fiir das Molekiil charakteristi- 
schen Atome und -gruppen angegeben. Ba- und C-Gehalt lagen auBerhalb 
der Fehlergrenze zu hoch. 

P (kolorimetrisch). 7 Minuten-Hydrolyse 15,25 °,, Veraschung 22,79 °> 
P,O,. 

N-Bestimmung. 5,120 mg Substanz 0,338 com N (742/19) 

7,53% N. 

Amino-N-Bestimmung (van Slyke): 

8,90 mg Ba-Salz 0,134 mg N 1,51 %, 
8,90 mg Ba-Salz = 0,132 mg N 1,49 %. 

Adeninpikrat: 101,3 mg Ba-Salz mit 5cem n/5 H,SO, 3 Stunden im 
siedenden Wasserbad hydrolysiert, mit 5 cem Wasser verdiinnt, mit Ag,SO, 
gefallt, Niederschlag mit n/10 H,SO, und zweimal mit Wasser gewaschen, 
Ag-Salz mit HCl unter Erwarmen zersetzt, salzsaure Lésung eingeengt, 
neutralisiert und mit Pikrinséure gefallt. Nach Stehen tiber Nacht bei 0° 
abgesaugt, mit eiskaltem Wasser gewaschen und getrocknet. 

Gefunden 39,5 mg Adeninpikrat 13.95 mg Adenin; berechnet aus 
P-Gehalt 14,45 mg Adenin; gefunden 96,5°, der Theorie. Eine unter den 
gleichen Bedingungen mit reinem Adenin angesetzte Bestimmung ergab 
97,3°, wiedergefundenes Adenin. 

Adeninpikrat (nach Umkristallisieren und Trocknen bei 110°): C;H;N; 
.C,H,N,0;; Molekulargewicht 364,2. 

4,742 mg Substanz: 0,97 mg H,O; 6,27 mg CO,; 2,829 mg Substanz: 
0,758 cem N (748/21). 


Gefunden: C 36,06°%, H 2,29%, N 30,62°. 
9» 


Berechnet: C: 36,249, H 2,219, N 30,77. 

F. (unter Zersetzung) 293°; keine Depression mit Adeninpikrat aus 
reinem Adenin. 

Bezogen auf Gesamt-P (3,0 Atome) ergibt sich fiir das Verhaltnis im 
Ba-Adenylpyrophosphat : 





Theore- Ge- Theore- Ge- 
tisch funden tisch | funden 


Gesamt-P. ......1] 30 | 80 Ammo-N . 2.586% 1,0 1.0 
Leicht hydrolysierbarerP 2,0 2,0 PANG Me Se 6 1,0 | 0,99 
Schwer hydrolysierbarerP — 1,0 1,0 era eee . . | 10,0 | 10,4 
Gesamt-N ...... OA | OG Pee. «kee ss 2.0 | 2,17 





Das adenylpyrophosphorsaure Ba wird offenbar von einer P- und 
N-freien Verbindung begleitet, die bei den geringen zur Verfiigung stehenden 
Mengen noch nicht abgetrennt werden konnte. 


Il. Isolierung der Argininphosphorsiure. 


Den getrockneten Nd. II (vgl. S. 30) bei etwa py 7 mehrmals mit 
Wasser extrahieren (wobei das argininphosphorsaure Ba in Lésung geht), 
die Lésung wieder mit Alkohol fallen und den Niederschlag trocknen. 
Das Ba-Salz in 10° iger wasseriger Loésung mit etwas mehr als der 
berechneten Menge verdiinnter H,SO, zersetzen. Hierbei fallt das innere 
Salz der Argininphosphorséure zum Teil in amorphen Kiigelchen aus, das 
schwerer léslich ist als das Ba-Salz. BaSO, abtrennen, mehrmals mit 
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Wasser auswaschen und vereinigte Lésungen mit dem doppelten Volumen 
Alkohol! fallen, hieraus das Ba-Salz herstellen; mehrmals umfallen. 

Analysen: CgH,,O;N,P Bai, .4H,O; Molekulargewicht 394,0. 

4,927 mg Substanz: 2,36 mg H,O; 3,18 mg CO,. — 6,50 mg Substanz: 
1,66 cem n/25 HCl 0,930 mg N (Kjeldahl). —- P-Bestimmung (kolori- 
metrisch): | Minute hydrolysiert in 2 °,iger Trichloressigsaéure 18,00 °, P,O;: 
Gesamt-P nach Veraschung 18,00°, P,O3. 6,50 mg Substanz: 2,09 mg 
BaSO, 1,238 mg Ba. 

Gefunden: C 17,60, H 5,36, N 14,31, P,O; 18,00°, Ba 18,92. 

Berechnet: C 18,275, H 5,63), N 14,22 °,, P.O; 18,02, Ba 17,44 °. 

Arginin-Pikrolonat: Cs H,yN,O, . Cyy)H,N,O;. 1 H,O. F. 236° (unter 
Zersetzung); keine Depression. 

3,645 mg Substanz: 1,76 mg H,O, 5,61 mg CO,. —- 3,508 mg Substanz: 
1,66 mg H,O, 5,40 mg CQg. 2,048 mg Substanz: 0,437 cem N (733/20). 
— 1,962 mg Substanz: 0,419 cem N (733 20). 

Berechnet: C 42,0894, H 5,30, N 24,56 °,. 

Gefunden: C 41,97°,, H 5,40°,, N 23,98 °,, 

41,98 °,, 5,30 © 24,00 °). 

Argininreaktion nach Sakaguchi-Weber': Der Vergleich gereinigter 
und ungereinigter Argininphosphorsaure-Praparate (nach Hydrolyse) mit 
reinem Arginin ergab véllige Ubereinstimmung. 

Argininnachweis mit Arginase-Urease: Das Arginasepriparat war ein 
Leberextrakt, das Ureasepraparat ein Sojabohnenextrakt. 

Oktopus-Phosphagen: Vorgelegt eine hydrolysierte Lésung von ge- 
reinigtem Phosphagen mit 0,882 mg Gesamt-N. Gefunden 0,445 mg Harn- 
stoff-N, berechnet 0,441 mg. Zwei nicht gereinigte Praparate, von denen 
das eine (Praparat a) durch Ausfillen der neutralisierten Ba-acetathaltigen 
Losung (nach Abtrennung der wasserunléslichen Salze) mit dem 1! ,fachen 
Volumen Alkohol erhalten war, das andere nach weiterem Zusatz von 
Alkohol bei lingerem Stehen ausfiel (Praparat b): 

Praparat a: Harnstoff-N aus P berechnet 0,195 mg; gefunden nach 
ein-, zwei- bzw. dreistiindiger Einwirkung der Arginaselésung 0,192, 0,197, 
0,192 mg N. 

Praparat b: Harnstoff-N aus P berechnet 0,191 mg: gefunden nach 
ein-, zwei- bzw. dreistiindiger Einwirkung der Arginasel6sung 0,189, 0,189, 
0,193 mg N. 

Hiernach liegt kein Anhaltspunkt dafiir vor, daB noch ein zweites 
Phosphagen in den Rohpriparaten vorkommt. 

Auf Grund der Angabe von Baldwin, daB die Aufspaltungsgeschwindig- 
keit des Oktopus-Phosphagens in verdiinnter HCl mit Molybdat von der 
der Argininphosphorséure aus Krebsmuskulatur abweiche, wurde die 
Hydrolysengeschwindigkeit zweier Praparate in n HCl mit und ohne 
0,5 und 2°, Ammonmolybdat verglichen (Tabelle I). Hieraus ergibt sich, 
daB innerhalb der Fehlerbreite beide Praparate iibereinstimmen, und ferner, 
dafi die Hemmung von der Molybdatkonzentration abhangig ist *. 


O° 


' Vel. Journ. biol. Chem. 78, 465, 1928. — ? Nach den friiheren Ver- 
suchen (vgl. Lohmann, diese Zeitschr. 194, 324, 1928) erfolgte die Auf- 
spaltung in n HCl mit m/10 Ammonmolybdat, bezogen auf (NH,).MoO, 
(Chemiker-Kalender). Die Lésung ist etwa 2° ig. Baldwin (l.¢.) maB 
die Hemmung mit 0,5°, Ammonmolybdat und fand natiirlich eine ge- 
ringere Hemmung. — Die Angabe von Jseki (1. c.), daB Oktopusmuskulatur 
kein Arginin enthalte, ist unzutreffend. 
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Tabelle I. Aufspaltung von Argininphosphorsaure aus Krebs- 

muskulatur und Oktopusmuskulatur in n HCl mit und ohne 

0,5 bzw. 2,0°57 Ammonmolybdat [Merck, pro analysi, (NH,),Mo;O,, 
.4H,O]. Temperatur 28°. 


Versuch a. 





Argininphosphorséure (Krebs) Argininphosphorsiure (Oktopus) 
gespalten in gespalten in 

Hydro. | ~SO«Tsom HO + O8e), ers 

seze n HCl n + 0,9 %y n HC] n + O05 

_—- Molybdat Molybdat 


P,O; P.O; P20; P.O; P.O; 205 P.O; P20; 
Std. mg 0/6 mg 9/5 mg mg 0 


0,014 4 0,014 4 0,018 0,018 5 
0,095 30 0,060 19 0,112 ‘ 0,063 18 
0,158 50 0,099 31 0,184 0,116 32 
0,234 74 0,167 be 0,264 0,187 52 
0,315 100 0,357 
0,316 100 0,357 


Versuch b. 





Argininphosphorsiure (Krebs) Argininphosphorsiure (Oktopus) 
gespalten in gespalten in 
n HCl + 2,09, 
Molybdat 


PLO; P.O; P20; P20; P20; P.O; PL, 0; P.O; 
Std. mg 95 mg iy mg 0/5 mg 5 


lysezeit Molybdat 


0,014 4 0,012 0,025 0,016 4 
0,100 30 0,021 0,122 : 0,018 5 
0,171 50 0,030 0,196 Be 0,027 7 
0,247 73 0,047 0,291 0,048 

h* 0,339 109 0,343 

ve” 0,339 100 0,343 


* 1 Minute Hydrolyse in 2°/,9 Trichloressigsiure bei 100°. 
** vy = Gesamt-P.0; nach Veraschung. 


Auch die Hydrolysengeschwindigkeiten beider Praparate in verschieden 
konzentrierter HCl sind einander gleich. Wahrend von Meyerhof und 
Lohmann ' fiir die Argininphosphorsaure aus Krebsmuskulatur ein Maximum 
der Aufspaltungsgeschwindigkeit in n/l00 HCI gefunden war, lag bei 
Meyerhof?, in Extrakten von Pecten, Holothurien und Sipunculus das 
Maximum bei n/10 HCl, bei Baldwin® in Extrakten mit Oktopusmusku- 
latur ebenfalls bei n/10 HCl. In dem wiedergegebenen Versuch (Tabelle IT) 
fallt die Aufspaltungsgeschwindigkeit ebenso, wie friiher angegeben, mit 
steigender Saéurekonzentration ab, die Werte fiir n/10 und n/100 HCl 
sind aber bei beiden Praparaten praktisch gleich. 


'O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 196, 59, 1928. —- 
2 O. Meyerhof, Arch. di Se. Biol. 12, 5438, 1928. 3 EB. Baldwin, J. of 
exper. Biol. 10, 227, 1933. 
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Tabelle Il. Aufspaltungsgeschwindigkeit der Phosphagene aus 
Krebs- und Oktopusmuskulatur in 2n, n, n/10, n/lOO HCI; 
Temperatur 28°. Zeiten 90 und 180 Minuten. 





Krebs Oktopus 


HCL 90 Minuten 180 Minuten 90 Minuten 180 Minuten 
Konzentration ge- fee ge- ; ge- ge- 
spalten » 49-3 Spalten » 49-3 Spalten , yg-s Spalten ~ | yy—s 


D ) 7 
Oo an) %o 


2n wives. ew O88 | 29987 666: | 1,98 || 85,0) 2:08 
Mews we ws . sf SOO | 246° ).650 | 283 | 40.5 | 245 
DAG nw eee es OOS as | Fob! Bay x 3,51 


L, 
n/fl100....... {| 51,5 350 | 75,5 | 381 | 51,6 | 3,51 


IV. Enzymatische Untersuchungen. 
1. Enzymatische Aufspaltung der Adenylpyrophosphorsdure. 

In Mg-frei gewaschener Krebsmuskulatur wird Adenylpyro- 
phosphorséure nur bis zur Adenosindiphosphorséure dephosphoryliert 
und erst nach Zusatz von Mg bis zur Adenylsiure!. Bei Oktopus- 
muskulatur liegen im Prinzip dieselben Verhaltnisse vor; nur ist es hier 
im allgemeinen schwieriger, ohne allzu starke Schadigung des Ferments 
die Muskulatur Mg-frei zu waschen. Wie Tabelle LII zeigt, beschleunigt 
Mg stark die P-Abspaltung aus der Adenosindiphosphorsaure. 


Tabelle II. Oktopusbrei (1 Teil Muskulatur + 1 Teil Meerwasser). 

Sechsmal mit je der fiinffachen Menge 0,45 °,iger KCl je 15 Minuten lang 

gewaschen. Pro Versuchsansatz 1 g feuchter Muskelriickstand mit 1,0 cem 

Zusitzen. Zusitze 0,71 mg Ap.*, 0,2mg Mg als MgCl,. Temperatur 20°. 

Die Zahlen geben die Spaltung in % des gesamten leicht hydrolysier- 
baren P an. 





Inkubationszeit 


10 Min. 20 Min. 60 Min. 120 Min. 





Qhas Me 2. kc. 25 33 49 56 
a | ie ee ar 25 35 50 86 
Die Adenylpyrophosphorséure aus Oktopusmuskulatur wird auch 
von Kaninchenmuskulatur gespalten (wahrend die Guanidinophosphor- 
siéuren nur von den zugehérigen Fermenten dephosphoryliert werden: 
Kreatinphosphorsaure also nur von den Kreatinphosphorsaure ent- 
haltenden Geweben und Argininphosphorséure nur von den Arginin- 
phosphorsaéure enthaltenden Geweben). In Tabelle IV ist gleichzeitig 
die P-Abspaltung aus Oktopus-Adenylpyrophosphorsaéure durch Wirbel- 
tiermuskulatur mit der Desaminierung verglichen; P- und N-Abspaltung 
sind einander aquivalent. 
' K. Lohmann, diese Zeitschr. 282, 114, 1935. 2 Ap. = leicht hy- 
drolysierbares P,O;, der Adenylpyrophosphorsaure. 





Ohn 
Mit 
Mit 
Mit 
Mit 


Okt 
vor 
Kai 
von 
wie 
sau 
gib 
phe 
Ent 
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Tabelle IV. 4 Stunden lang dialysierter Kaninchenmuskelextrakt. 
Substrat Adenylpyrophosphorsaure aus Oktopusmuskulatur 
(1,22 mg Ap.). 





Inkubations- date ee NH,-N NH,-N aus 
zeit Ap. gespalten Ap. gespalten gebildet abgespaltenem Ap. ber. 


Min. mg fg mg mg 


30 0,56 46 0,059 0,060 
60 1,14 93 0,112 0,114 
120 1,16 95 0,119 0,121 


2. Enzymatische Aufspaltung der Argininphosphorsdure. 

Die Phosphagene werden enzymatisch durch das zugehdérige 
Ferment nur in Gegenwart des Adenylsauresystems aufgespalten, die 
Kreatinphosphorséure! in Skelettmuskulatur sowohl mit Adenylsdure 
wie mit Adenosindiphosphorsaéure oder Adenylpyrophosphorsaure, die 
Argininphosphorsaure? durch Krebsmuskulatur nur mit den beiden 
letzteren Verbindungen, im allgemeinen nicht mit Adenylsaéure. Ebenso 
verhalt sich nun auch die Argininphosphorsaure in Oktopusmuskel- 
extrakt. Vgl. Tabelle V. 


Tabelle V. Oktopusmuskelextrakt mit ein Neuntel der Menge 
an 2,6%igem Bicarbonat versetzt und 5% CO,/N, durchgeleitet. 
Pro Versuchsansatz 1,0 cem ,,Extraktgemisch*‘ + 1,0 cem Zusatze. Zusitze 


0,73 mg Argininphosphat-P,O,. 





%/5 gespalten 
Extraktgemisch + Argininphosphat Inkubation 


10 Min. 20 Min. 60 Min. 
One Uo-Pemment... 2 0 46 se eee es 1 3 
Mit 0,1 mg Adenylsiure-P,O,......2.. 0 0 6 
Mit 0,1 mg Adenosindiphosphat-P,0, . .. . 5 82 93 
Mit 0,2 mg Adenylpyrophosphat-P,0, .. . . 93 100 
Mit 0,95 mg Adenylpyrophosphat-PyP,.. . . — 85 


In diesen Versuchen verhielten sich die Phosphagene aus Krebs- und 
Oktopusmuskulatur vo6llig gleich. Beide wurden in gleicher Weise sowohl 
von Krebs- wie von Oktopusmuskulatur gespalten, dagegen nicht von 
Kaninchenmuskelextrakten, ebenso wie Kreatinphosphorsdéure auch nicht 
von Krebs- und Oktopusmuskelextrakten gespalten wurde. Dies zeigt 
wieder, daB die Umesterung der Guanidinophosphorséuren auf das Adeny!l- 
sauresystem durch spezifische Fermente erfolgt. Ein solches Verhalten 
gibt wahrscheinlich die Méglichkeit, itiber das Vorkommen der Guanidino- 
phosphorséuren in tierischen Geweben (besonders der Wirbellosen) eine 
Entscheidung zu treffen. 


' K. Lohmann, diese Zeitschr. 271, 264, 1934. —- 2? _K. Lohmann, ebenda 
282, 109, 1935. 
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3. Enzymatische Umesterung von Adenosindiphosphorsdure zu Adenylpyro- 
phosphorsdure durch Argininphosphorsdure. 

Die Co-Fermentwirkung der Adenylpyrophosphorsaure fiir die 
Aufspaltung der Guanidinophosphorséure beruht darauf, daB die 
Adenylpyrophosphorsaure zu Adenosindiphosphorsaure (bzw. bei Wirbel- 
tiermuskulatur auch zu Adenylsdéure) dephosphoryliert und dann in 
einer gekoppelten chemischen Reaktion auf Kosten der Guanidino- 
phosphorséure wieder phosphoryliert wird. Mit diesem Beispiel war 
zum ersten Male nachgewiesen, dap die Rolle eines Co-Ferments auf einem 
stochiometrischen Umsatz in vielfacher Wiederholung beruht. — Ebenso 
wie in Krebsmuskelextrakten wird auch in Oktopusmuskelextrakten 
Adenosindiphosphorsaure in Gegenwart von Argininphosphorsaéure 
phosphoryliert. Auch hier erfolgt die Umesterung viel schneller als die 
Dephosphorylierung der Adenylpyrophosphorséure. Wie sich aus den 
beiden letzten Spalten der Tabelle VI ergibt, ist nach 10 Sekunden 
nur eine Umesterung feststellbar, nach 60 Sekunden aber auch schon 
eine erhebliche Aufspaltung der Adenylpyrophosphorsaure. 


Tabelle VI. Oktopusmuskelextrakt mit ein Neuntel des Volumens 
an 2,6°%igem Bicarbonat versetzt. 
Pro Versuchsansatz je 1,0cem_ ,,Extraktgemisch** + 1,0cem Zusatze 
(0,95 mg Argininphosphat-P,O;, 0,51 mg leicht hydrolysierbares Adenosin- 
diphosphat-P,O;). Temperatur 20°. 








Arginin- Leicht hydroly- Arginin- Leicht hydroly- 
phosphat-P, 0; sierbares P, 0; phosphat-P» O; sierbares P20; 
gefunden gefunden | gespalten gebildet 


Inkubations- 
zeit 


Sek. mg mg mg mg 


0 0,95 0,51 — 
10 0,73 0,73 0,22 0,22 
“20 0,63 0,79 0,32 0,28 
30 0,60 0,81 0,35 0,30 
60 0,51 0,80 0,44 0,29 


4. Enzymatische Umesterung von Arginin zu Argininphosphorsdure durch 
Adenylpyrophosphorsdaure. 

Nach Meyerhof und Lohmann! wird in Wirbeltiermuskelextrakten, 
besonders bei alkalischer Reaktion, durch hohe Konzentrationen von 
Adenylpyrophosphorséure Kreatinphosphorséure aus Kreatin § syn- 
thetisiert. Die in Tabelle VI beschriebene Reaktion ist also umkehrbar : 
1 Guanidinophosphorsaure + Adenosindiphosphorséure —~ Guanidino- 
rest + Adenylpyrophosphorséure. Es ist eine Gleichgewichtsreaktion, 


deren Gleichgewicht bei neutraler Reaktion weit nach rechts, nach 


' O, Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 253, 431, 1932. 
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der Seite der Aufspaltung der Guanidinophosphorsaure, bei alkalischer 
Reaktion aber meBbar nach links verschoben ist. In Tabelle VII ist 
ein Versuch dieser Art wiedergegeben, wo nach Zusatz von 30mg Arginin 
und 2,52 mg Ap. eine merkliche Synthese von Argininphosphat erfolgt. 
Die Synthese erfolgt auch mit kleineren Mengen Arginin, in nicht 
dialysierten Extrakten z. B. auch allein mit dem vorgebildeten Arginin, 
allerdings in geringerem Umfang. 


Tabelle VII. Dasselbe Extraktgemisch wie in Tabelle VI, aber 
auBerdem noch pro ccm Extraktgemisch mit 0,15cem m Na,CO, 
alkalisiert. 

Je 1,0 com Extraktgemisch + 1,0 cem Zusatze (30 mg Arginin, 2,52 mg Ap.). 
Temperatur 20°. 





Inkubations- Arginin- Leicht hydroly- | Leicht hydroly- Arginin- 
zeit phosphat-P, 0; sierbares P.O; sierbares P.O; phosphat-P, 0, 
gefunden gefunden gespalten gebildet 


Min. mg mg mg mg 


0 3 2,52 — — 
10 j 1,40 1,12 0,36 
20 : 1,11 1,41 0,40 
25 1,55 1,00 1,52 0,45 
30 0,90 1,62 0,43 


5. Enzymatische Aufspaltung von Phosphoglycerinsdure und Phosphobrenz- 
traubensdure. 

Nach Untersuchungen aus diesem Institut! erfolgt die enzymatische 
Aufspaltung von Phosphoglycerinséure zu Brenztraubensaéure und 
Phosphorséure iiber die Gleichgewichtsreaktionen 3-Phosphoglycerin- 
séure = 2-Phosphoglycerinséure — Phosphobrenztraubensaure. Fir die 
Dephosphorylierung der Phosphobrenztraubenséure sind das Adeny]l- 
séuresystem und Mg notwendig. Dasselbe gilt fiir Oktopusmuskulatur. 
Auch zeigt sich hier, daB die Reaktion 3-Phosphoglycerinsaure = 2- 
Phosphoglycerinséure besonders empfindlich ist, sogar in viel starkerem 
MaBe als bei Wirbeltiermuskulatur; denn die Aufspaltung von 3-Phos- 
phoglycerinsaure gelingt nur in frischen Extrakten, nicht mehr in alteren, 
wo 2-Phosphoglycerinséure und Phosphobrenztraubensaure noch leicht 
aufgespalten werden. AuBerdem ist bei Oktopusmuskulatur Adenylsaure 
nur in nicht zu alten inaktivierten Extrakten wirksam (und auch nur in 
maBigem Umfang), nicht mehr in alteren Extrakten, wo Adenylpyrophos- 
phat und Adenosindiphosphat noch sehr gut die Spaltung auslésen. In 
Versuch 8 ist die enzymatische Aufspaltung von 3-Phosphoglycerinsaure 


1 K. Lohmann u. O. Meyerhof, diese Zeitschr. 273, 60, 1934; O. Meyer- 
hof u. W. Kiessling, ebenda 276, 239, 1935. 
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und 2-Phosphoglycerinsaure mit Adenylpyrophosphat, die von Phospho- 
brenztraubensaure ohne Co-Ferment, mit Adenylsaure, mit Adenosindi- 
phosphat und Adenylpyrophosphat wiedergegeben. Nach acht- bis 
zehntagigem Stehen des Muskelbreis wird 3-Phosphoglycerinséure auch 
nicht mehr mit Adenylpyrophosphat, die Phosphobrenztraubensaure 
nicht mehr mit Adenylséure aufgespalten. 

In denjenigen frischen Extrakten, in denen Phosphobrenztrauben- 
saure mit Adenylsaure aufgespalten werden konnte, wurde aber Arginin- 
phosphorsaure mit Adenylséure nicht dephosphoryliert. 


Tabelle VIII. Oktopusmuskelextrakt aus 2 Tage altem Muskelbrei. 
Je 1,0cem Extraktgemisch + 1,5 cem Zusitze. Temperatur 20°. Zusitze: 
Phosphobrenztraubensaure 1,00 mg P,O;; 3-Phosphoglycerinsaéure 1,15 mg 
P,O;; 2-Phosphoglycerinséure 0,66 mg P,O;; Adenylsiure 0,1 mg Gesamt- 
P,O;; Adenosindiphosphorsaéure 0,1 mg leicht hydrolysierbares P,O;; 
Adenylpyrophosphat 0,2 mg leicht hydrolysierbares P,O,. 





P,0;5 gespalten nach 





Substrat Co-Ferment 10 Min. 20 Min. 40 Min. 
0/, 0}, 0/5 
3-Phosphoglycerinsaure Adenylpyrophosphat 17 27 36 
2-Phosphoglycerinsaure a 73 76 81 
Phosphobrenztraubensaure ohne Co-Ferment 2 + 6 
m Adenylsaure 20 77 85 
x Adenosindiphosphat 95 95 95 
> Adenylpyrophosphat 97 97 99 


Lohmann und Meyerhof (1. ¢.) fanden, daB auch in Wirbeltiermuskel- 
extrakten die Adenylséure schwacher als Adenylpyrophosphat  wirkt. 
Ostern' hat dies darauf zuriickgefiihrt, daB beim Zusatz der Adenylsaure 
zum Extrakt sofort ein Teil zu der unwirksamen Inosinsaure desaminiert 
wird. Es scheint jedoch so, daB neben dieser naheliegenden Erklarung nicht 
nur in Wirbellosen-, sondern auch in Wirbeltiermuskulatur die Adenylsaéure 
weniger geeignet zur Umphosphorylierung ist (sowohl mit den Guanidino- 
phosphorsaéuren wie auch mit Phosphobrenztraubensaure) als die Adenosin- 
diphosphorsaure. 


6. Enzymatische Synthese von Argininphosphorsdure aus Arginin und 
Phosphobrenztraubensdure. 

Parnas? hat gefunden, daB in Froschmuskelbrei bei der Spaltung 
von Phosphobrenztraubenséure in Gegenwart von Kreatin Kreatin- 
phosphorséure synthetisiert wird. Nach Lehmann (l.c.) gilt dasselbe 
auch fiir die Synthese von Argininphosphorséure in Krebsmuskulatur 


| P, Ostern, T. Baranowski u. J. Reis, diese Zeitschr. 279, 85, 1935. 

2 J. K. Parnas, P.Ostern u. T. Mann, ebenda 272, 64, 1934; ferner 
ebenda 279, 82, 85, 94, 1935; D. N. Needham u. van Heyningen, Nature 
135, 585, 1935; H. Lehmann, diese Zeitschr. 281, 271, 1935. 
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und nach demselben Autor ist diese Methode die bequemste Art der 
praparativen Darstellung der beiden Guanidinophosphorséuren. Auch 
mit Oktopusmuskulatur kann man eine solche Synthese von Arginin- 
phosphorsé:ve durch Phosphobrenztraubensaure erzwingen, doch ist der 
Versuch schlecht reproduzierbar und von zahlreichen, unter den ver- 
schiedensten Bedingungen angesetzten Versuchen ist der in Tabelle IX 
wiedergegebene Befund der einzige, wo eine betrachtliche Synthese von 
Argininphosphorsaure erfolgt ist. Bei den meisten anderen (auch unter 
denselben Bedingungen) iiberschritten die Ausschlage kaum die Fehler- 
grenze. In Tabelle IX wurde die Argininphosphorsaure erst bei alka- 
lischer Reaktion mit einer hohen Konzentration von Phosphobrenz- 
traubenséiure synthetisiert. Dies Verhalten der Oktopusmuskulatur 
ist zunachst iiberraschend, da das betreffende Ferment in Wirbeltier- 
und Krebsmuskulatur und auch in anderen Wirbeltiergeweben! in sehr 
wirksamer Form vorkommt und ungewoéhnlich bestaéndig ist. Das 
Verhalten wird aber erklarlich dadurch, daB Oktopusmuskulatur an- 
aerob kaum Milchsaiure aus den reichlich vorhandenen Glykogen- 
vorraten? zu bilden vermag. Offenbar hat die anaerobe Resynthese 
der Arginmphosphorséure (iiber die Resynthese der Adenylpyro- 
phosphorséure) auf Kosten der Milchsaurebildung keine erhebliche 
Bedeutung fiir die Oktopusmuskulatur (vgl. 8S. 43). 


Tabelle IX. Oktopusmuskelextrakt aus 5 Tage altem Brei mit 
ein Neuntel des Volumens an 2,6° ,iger NaHCO, versetzt: 5%) 
CO, N, durchgeleitet. 

Je 1,0cem Extraktgemisch + 2,0cem Zusatze (0,15cem m Na,CO,; 
3,0 mg Brenztraubensaéurephosphorsaure-P,O,;; 10 mg Arginin; 0,15 mg Ap.). 
Temperatur 20°. 





Inkubationszeit in Min.: 1 5 10 20 30 


mg Argininphosphat-P,O, gebildet . . . 0,04 | 0.04 O10 O17 | 0,26 


7. Das Ferment Zymohexase (Aldolase ). 


Nach Meyerhof und Lohmann® findet sich in Wirbeltiermuskulatur 
und in allen untersuchten tierischen Geweben sowie in Hefe ein Ferment, 
das auch in Abwesenheit des Co-Fermentsystems der Milchsaurebildung 
Hexosediphosphorsaéure teilweise in Dioxyacetonphosphorséure um- 
wandelt. Es handelt sich hierbei um eine Gleichgewichtsreaktion. Diese 
Reaktion verlauft nach neueren Untersuchungen? in der Weise, daB 


' 1, Torres, diese Zeitschr. 2838, 128, 19385. — ? E. Starkenstein u. 
M. Henze, Zeitschr. f. physiol. Chem. 82, 417, 1912. 3 O. Meyerhof u. 


K. Lohmann, diese Zeitschr. 271, 89, 1934; 273, 73, 413, 1934; 275, 430, 
1935. — 4 O. Meyerhof, K. Lohmann u. Ph. Schuster, ebenda, im Druck. 
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zunachst Hexosediphosphorséure in Dioxyacetonphosphorséure und 
Glycerinaldehydphosphorsaure zerfallt und die Glycerinaldehydphos- 
phorsaure gréBtenteils in einer zweiten fermentativen Gleichgewichts- 
reaktion in Dioxyacetonphosphorséure umgewandelt wird. Bei der 
fermentativen Synthese von Hexosediphosphorséure aus Dioxyaceton- 
phosphorsaure reagiert umgekehrt die Dioxyacetonphosphorsaure mit 
der mit ihr im Gleichgewicht stehenden Glycerinaldehydphosphorsaure in 
einer fermentativen Aldolkondensation. Wie der Aldehyd Glycerin- 
aldehydphosphorséure reagieren nun auch zahlreiche andere Aldehyde. 
Dieses Ferment wurde deshalb Aldolase genannt. In Tabelle X ist die 
Umwandlung der Hexosediphosphorséure in einen alkaliverseifbaren 
Ester (Dioxyacetonphosphorsaéure) sowie die Synthese der Methyl- 
tetrosephosphorséure (die auch alkaliverseifbar ist) aus Dioxyaceton- 
phosphorséure und Acetaldehyd wiedergegeben. Hierfiir braucht man 
nicht von Dioxyacetonphosphorséure auszugehen, sondern man 1aBt 
diese Saure sich aus der leichter zuganglichen Hexosediphosphorsaure in 
einem Arbeitsgang bilden. DaB es sich hierbei tatsachlich um die Synthese 
von Methyltetrosephosphorséure und nicht um eine Verschiebung des 
Gleichgewichts Hexosediphosphorséure = 2 Dioxyacetonphosphorsaure 
handelt (wie z. B. mit Bisulfit!) wurde dadurch nachgewiesen, daB das 
entstandene Produkt bei der Saurehydrolyse nur zu einem geringen Teil 
Methylglyoxal bildet, wahrend aus Dioxyacetonphosphorsdéure und 
Glycerinaldehydphosphorsaure hierbei quantitativ Methylglyoxal 
entsteht. 

Das Ferment ist sehr bestandig. Der in Tabelle X verwendete Extrakt 
hatte z. B. itiber 3 Wochen im Ejisschrank (mit Toluol) gestanden. Die 


Tabelle X. Oktopusmuskelextrakt. 
Pro Versuchsansatz 1,0cem Extrakt + 1,0cem Zusatze [a): 1,04 mg 
Hexosediphosphat-P,O;; b): 1,04 mg Hexosediphosphat-P,O, + 5,0 mg 
Acetaldehyd]. Temperatur 20°. 


Versuch a. 





Inkubationszeit in Min.: 
°, Verseifbarer P (Dioxyacetonphosphorsaure) . 


Versuch b. 





Inkubationszeit in Min.: 


°> Verseifbarer P (Methyltetrosephosphor- 
| Aad ee ae ae 


* Neben weniger Dioxyacetonphosphors&ure. 


' O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 273, 413, 1934. 
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Konzentration bzw. die Wirksamkeit dieses Ferments ist aber wesentlich 
geringer als in Skelettmuskulatur. Das Gleichgewicht Hexosediphosphor- 
sdure = 2-Dioxyacetonphosphorsaure war bei 20° z. B. noch nicht nach 
2 Minuten erreicht. Ferner wird unter denselben Versuchsbedingungen 
in Gegenwart von tiberschiissigem Acetaldehyd mit Skelettmuskelextrakten 
ein praktisch vollstandiger Umsatz erzielt. 


8S. Milchsduregehalt in autolysiertem Oktopusmauskelbret, 


Nach Henze! vermag Oktopusmuskulatur bei der Autolyse nur sehr 
wenig Milchsaure zu bilden. Die mit Ather extrahierte Milchsaure war 
auBerdem optisch inaktiv. Auch in unseren Versuchen enthielt 3. bis 
4 Tage alter Oktopusmuskelbrei (mit Toluol als Antisepticum) nur 
héchstens 0,3 mg Milchsaure pro g. 


Solche und niedrigere Werte werden erhalten, wenn man bei der chemi- 
schen Milchsiurebestimmung? zu mit Trichloressigsaure enteiweiBten und 
mit Kupfer-Kalk entzuckerten Lésungen in der tiblichen Weise etwa 
10 Minuten lang n/250 KMnO, zutropfen laBt. Die Lésung ist dann aber 
noch nicht braun gefarbt. Gibt man geniigend Permanganat bis zum 
geringen UberschuB8 hinzu (wozu sehr groBe Mengen notwendig sind), 
so werden mehr bisulfitbindende Substanzen gebildet, die pro g Mus- 
kulatur bis zu lmg Milchséure entsprechen. Deshalb wurde die Milch- 
siure nach Ohlsson? mit Amylalkohol nach Enteiweiben mit HCI-HgCl, 
extrahiert. Bisulfitbindende Substanz gefunden in mg Milchsaéure pro g 
Muskulatur: 


1. a) Nach EnteiweiBen 10 Min. + n 250 KMnO, gekocht . . . 0,149 mg 
b) dann weiter mit KMnO, bis Braunfarbung. . . . . . .0,635 


2. a) Nach Extraktion mit Amylalkohol 10 Min. + n/250 KMnO, 0,268 
b) Mit weiterem Zusatz von KMnO, wie l.b). . . . . . . 0,046 


In autolysierter Oktopusmuskulatur, die gegen Lackmus immer stark 
sauer reagiert (wahrend ganz frische Muskulatur lackmusneutral ist), war 
Brenztraubenséure mit Nitroprussidnatrium in ammonsulfatgesattigter 
Léosung nicht oder nur in geringen Mengen nachweisbar. Das sauernde 
Agens ist noch nicht bekannt. Die Untersuchung ist beabsichtigt. 


9. Enzymatische Umwandlung von Methylglyoxal in  Milchsdéure. 


Oktopusmuskelbrei enthalt das Ferment Methylglyoxalase, das 
Methylglyoxal in Milchsaure umwandelt. Ebenso wie in den Geweben von 
Wirbeltieren ist fiir diese Dismutation Glutathion als Co-Ferment 
notwendig *. 


' M. Henze, Zeitschr. f. physiol. Chem. 48, 477, 1905. 2 Im 
Apparat nach H. Lieb u. M.K. Zacherl, Zeitschr. f. physiol. Chem. 211, 
211, 1932. —- 3? Vgl. K. Lohmann, in C. Oppenheimer, Die Fermente und 
ihre Wirkungen. V. Aufl.. Bd. IIT, S. 1268, 1929. 4 K. Lohmann, diese 
Zeitschr. 254, 332, 1932. 
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Tabelle XI. Oktopusmuskelextrakt mit ein Neuntel des Volumens 
an 2,6°% iger NaHCO. 
Pro Versuchsansatz je 1,0 cem Extraktgemisch + 1,0 ceem Zusiitze (1,45 mg 
Methylglyoxal; 0,2 mg Glutathion). Inkubation 120 Minuten. Temperatur 
20°, Chemische Milchséurebestimmung. 





Milchsiure Milchsaure 
Versuchsansatz gefunden gebildet 
mg mg 


Extrakt ohne Zusatz. . ER ae bore We ere 0,15 -- 
Extrakt + Methylglyoxal . ine Pena ars 0,25 0,10 
Extrakt + Methylglyoxal + G latathion an cases 1,53 1,38 


10. Desaminierung der Adenylsdure. 

In Wirbeltiermuskulatur wird Adenylsdéure sehr schnell zu Inosin- 
saure desaminiert, dagegen nicht oder nur sehr langsam in Krebsmusku- 
latur. Auch in dieser Beziehung gleicht die Oktopusmuskulatur der des 
Krebses. Doch ist bei Oktopus eine geringe Desaminasewirkung stets 
nachweisbar. Entsprechend ist in Oktopusmuskelbrei nach mehr- 
tagigem Stehen nur noch sehr wenig Adenylséure vorhanden. 


Tabelle XII. Oktopusmuskelextrakt mit ein Neuntel des Volumens 
an 2,6% igem Bicarbonat versetzt und 5% CO,/N, durchgeleitet. 
Pro Versuchsansatz 2,5ceem Extraktgemisch + 2,5 cem Zusitze. 
Versuchsreihe A: Je 2,0cem fiir sich inkubiert (mit 0,108 mg Adenylsaure- 
NH,-N). 

Versuchsreihe B: Je 2,0 cem, nach der Inkubation noch mit 2,0 cem dialy- 
siertem Kaninchenmuskelextrakt versetzt und 60 Minuten stehengelassen, 
um die Adenylsiure vollstaéndig zu desaminieren. Temperatur 20°. 





Versuchsreihe A Versuchsreihe B 
Inkubationszeit y NHg-N gebildet y NH»-N gebildet 


ohne mit ohne mit 
Min Adenylsiure Adenylsaure Adenylsiure Adenylsiure 


20 0 _ 13 — 


40 0 6 13 121 
120 0 13 — 121 


V. Diskussion. 


Nach diesen Untersuchungen verhalt sich Oktopusmuskulatur be- 
ziiglich der P-Verbindungen Argininphosphorséure und Adenylpyro- 
phosphorséure im wesentlichen wie Krebsmuskulatur. Insbesondere 
verlauft der Chemismus der Argininphosphorsaéurespaltung ebenfalls wie 
in allen bisher untersuchten Geweben! iiber das (phosphorylierte) 
Adenylsauresystem. Ferner besteht dieselbe Beziehung zwischen dem 


' Vel. K. Lohmann, Angew. Chem. 48, 165, 1935; Handb. d. Biochem., 
Erganzungswerk III, S. 366, 435, 1936. 
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Adenylsauresystem und der Aufspaltung der Phosphobrenztrauben- 
saure, d.h. also dem Eingreifen der Adenylpyrophosphorsaure in die 
Milchséurebildung. Es ist daher iiberraschend, daB trotz der guten Auf- 
spaltung von Phosphobrenztraubensaure bzw. Phosphoglycerinséure und 
der immerhin schnellen Einstellung des Gleichgewichts Hexosediphos- 
phorsaure = 2 Dioxyacetonphosphorsaéure die Oktopusmuskulatur nur 
in so geringem Mabe Milchsaure zu bilden vermag und insbesondere die 
Koppelung zwischen dem Zerfall der Phosphobrenztraubensaure und der 
Resynthese von Adenylpyrophosphorsaure und Argininphosphorsaure 
so schlecht ausgebildet ist. Andererseits macht dies Verhalten verstand- 
lich, warum Oktopusmuskulatur nach dem Toten des Tieres so un- 
gewohnlich schnell starr wird!. Es fehlt eben die anaerobe Resynthese 
der Adenylpyrophosphorsaure und der Argininphosphorsaure auf Kosten 
der Milchsdéurebildung. Der Oktopusmuskel scheint sich in seinem 
normalen physiologischen Chemismus wie ein Wirbeltiermuskel zu ver- 
halten, dessen Milchséurebildung mit Monojodessigsaure eben fast voll- 
stindig vergiftet ist (,,physiologischer Monojodessigsiuremuskel*‘ 
in Gegenwart von Milchséure oder Brenztraubenséure). Wahrend im 
Wirbeltiermuskel der aeroben Phosphagenresynthese gewissermaBen nur 
eine gleichwertige Rolle neben der anaeroben zukommt, scheint im 
Oktopusmuskel die aerobe Resynthese ganz vorherrschend zu_ sein. 

Mit Oktopusmuskelbrei oder -extrakt konnte mit keinem der 
iiblichen Substrate eine Bildung von Milchséure nachgewiesen werden. 

Ich danke Herrn Ph. Schuster tiir seine Hilfe bei den Versuchen. Ferner 
danke ich Herrn Prof. Dohrn und den Herren der Zoologischen Station in 
Neapel, Prof. Califano, Dr. von Holst und Prot. Mazza fiir die vielfache 
Unterstiitzung bei meinem Aufenthalt in Neapel. 


VI. Zusammenfassung. 


1. Aus der Muskulatur von Octopus vulgaris wurden Arginin- 


phosphorséure und Adenylpyrophosphorsaure isoliert. 
2. Von Mg-freier Oktopusmuskulatur wird Adenylpyrophosphor- 
séure nur bis zur Adenosindiphosphorséure dephosphoryliert, in Gegen- 


wart von Mg bis zur Adenylsaure. 


' Meyerhof hatte 1928 in Neapel (Arch. di Se. biol. 12, 536, 1928) in 
Oktopusmuskulatur kein Phosphagen gefunden. Die herausgeschnittene 
Muskulatur war kurze Zeit auf Eis gekiihlt, was, wie ich jetzt in Neapel fand, 
sehr schnell zu Starre und vollstandigem Zertall der Adenylpyrophosphor- 
siure und Argininphosphorsaure fiihrt. Andere Muskulatur, z. B. Peecten, 
lie8 sich in dieser Weise sehr gut auf Phosphagen verarbeiten. Bei diesem 
schnellen Starrwerden spielt natiirlich neben der fehlenden Milchsaure- 
bildung die Impulsgebung durch Verletzungsreize eine wichtige Rolle. 
Baldwin (J. of Exper. Biol. 10, 222, 1933) hat z. B. Kephalopoden aus dem 
Armelkanal auf Eis abkiihlen kénnen. 
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3. Argininphosphorsaéure wird nur in Gegenwart von Adenylpyro- 
phos phorséure oder Adenosindiphosphorséure enzymatisch aufgespalten. 
Der Chemismus ist derselbe wie in Wirbeltier- und Krebsmuskulatur, 
indem Adenylpyrophosphorséure zunachst zu Adenosindiphosphorsaure 
dephosphoryliert und dann die Adenosindiphosphorsaure in einer sehr 
schnellen Reaktion mit Argininphosphorsiure zu Adenylpyrophosphor- 
saure umgeestert wird. Diese Reaktion ist umkehrbar, da bei alkalischer 
Reaktion mit hohen Konzentrationen von Adenylpyrophosphorsaure 
Arginin teilweise zu Argininphosphorséure umgeestert werden kann. 

4. Auch in Oktopusmuskulatur werden 3-Phosphoglycerinsaure, 
2-Phosphoglycerinséure und Phosphobrenztraubenséure nur in Gegen- 
wart des Adenylsduresystems (und Mg) zu Brenztraubenséure und 
Phosphorsaure aufgespalten. 

5. Oktopusmuskulatur enthalt das Ferment Zymohexase (Aldolase). 

6. Die enzymatische Synthese von Argininphosphorséure aus 
Arginin durch Phosphobrenztraubensaure, die in Wirbeltier- und Krebs- 
muskulatur nahezu quantitativ verlauft, gelingt in Oktopusmuskulatur 
schlecht. Dies hangt wahrscheinlich damit zusammen, daB Oktopus- 
muskulatur nur sehr wenig Milchséure zu bilden vermag (Milchsaure- 
gehalt nach Autolyse héchstens bis zu 0,3 mg pro g Muskel). Fiir den 
Oktopusmuskel spielt die anaerobe Phosphagenresynthese durch Milch- 
saurebildung offenbar nur eine untergeordnete Rolle. 


7. Methylglyoxal wird nur mit Glutathion als Co-Ferment in 
Milchséure umgewandelt. 
8. Adenylséure wird nur in sehr méBigem Umfang desaminiert. 





Uber die Siurebildung aus Zucker durch Aspergillus niger. 


VI. Mitteilung: 
Faktoren der Citronensiureanhiufung. 
Von 
Konrad Bernhauer und Anton Iglauer. 


{Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
Deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 20, April 1936.) 


Da in neueren Arbeiten iiber die ,,optimalen*’ Bedingungen der 
Citronenséureanhaufung in Pilzkulturen die auf diesem Gebiete bereits 
vorgelegenen Arbeiten vielfach nicht beriicksichtigt werden, sei das 
Wichtigste iiber die Entwicklung der diesbeziiglichen Untersuchungen 
nochmals zusammengefaBt : 


Nachdem Wehmer! eine Reihe von grundlegenden Faktoren fiir die 
Citronenséurebildung durch Citromycesarten und andere Pilze festgestellt 
hatte, wurden die wichtigsten fiir die Anhaufung der Citronensaure in 
Aspergillus niger-Kulturen maBgebenden Bedingungen in einer klassischen 
Arbeit von Currie (1917)? ermittelt und im wesentlichen klargestellt. Dieser 
Autor wies einerseits darauf hin, dai die Auswahl eines geeigneten Saure- 
bildners von fundamentaler Bedeutung ist und stellte sodann in eingehenden 
Versuchen das geeignetste Medium zur Durchfiihrung der Citronensaure- 
garung fest. Dabei erhielt er bereits Ausbeuten an Citronensaure, die 
60 bis 80° bezogen auf den angewendeten Zucker ausmachten. Die Er- 
gebnisse von Currie konnten wir*® durchaus bestatigen und in einzelnen 
Punkten erweitern, nachdem es uns gelungen war, zur Citronensaurebildung 
geeignete Aspergillus niger-Stémme aufzufinden. —- Eine zusammenfassende 
Wiirdigung der verschiedenen fiir die Citronenséureanhaufung in _ Pilz- 
kulturen maBgebenden Faktoren an Hand der Literaturangaben und der 
eigenen Erfahrungen wurde seinerzeit gegeben?. 

Es sei hier noch nachdriicklichst darauf hingewiesen, daB die fiir 
einen bestimmten Pilzstamm ermittelten giinstigsten Versuchsbedin- 
gungen nicht ohne weiteres auch auf andere Pilzstamme iibertragen 
werden diirfen, da sich nach unseren Erfahrungen die einzelnen Pilz- 
stémme sehr verschieden verhalten kénnen. Ein ganz allgemein und 
stets giiltiges Schema fiir die optimalen Bedingungen der Citronensaure- 
anhaufung laBt sich daher keinesfalls geben: dies bildet zugleich die 
irklérung fiir die scheinbaren Widerspriiche in den Angaben ver- 


1 Wehmer, Beitrage zur Kenntnis einheimischer Pilze. Hannover 1893, 


Nr. 1 und spatere Arbeiten. 2 Currie, J. of biol. Chem. 31, 15, 1917. 

3 Bernhauer, Duda u. Siebenduger, diese Zeitschr. 230, 475, 1931; Bernhauer, 
Bockl u. Stebenduger, ebenda 2538, 37, 1932. * Bernhauer, Die oxydativen 
Garungen. Berlin, Springer, 1932. 
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schiedener Autoren tiber die ,,besten’* Bedingungen zur Durchfiihrung 
der Citronenséuregarung. Auf einige solche scheinbar widersprechende 
Angaben kommen wir weiter unten noch zuriick. — Im ibrigen sei 
nochmals hervorgehoben, daB ein Studium der Bedingungen der Citronen- 
sauregarung nur dann lohnend erscheint, wenn zunachst die Grundlage 
hierfiir geschaffen ist durch die Auffindung eines guten Citronensaure- 
bildners (der also mindestens 50 bis 60°, des angewendeten Zuckers in 
Kleinversuchen in Citronenséure umzuwandeln imstande ist, und der 
unter den Grundbedingungen der Citronenséuregarung keine Oxalsaéure 
bildet). Der grundsatzliche Weg, der zur Erreichung dieses primaren 
Zieles einzuschlagen ist, wurde bereits friiher beschrieben!. 

In der vorliegenden Arbeit bringen wir nun im AnschluB an unsere 
friiheren Mitteilungen einen weiteren Beitrag zur Aufklarung der fiir die 
Citronensdureanhaufung in Aspergillus niger-Kulturen magebenden 
Bedingungen, wobei wir grundsatzlich innere und auBere Faktoren zu 
unterscheiden haben”. Im folgenden werden die gewonnenen Ergebnisse 
unter Beriicksichtigung der inzwischen erschienenen neueren Literatur 
und zur Erganzung der in den ,,oxydativen Garungen“ gegebenen 
Zusammenfassung n&her besprochen. 


A. Innere Faktoren der Citronensiurebildung. 

Wie bereits hervorgehoben, bildet die Verwendung eines guten 
Citronensaurebildners die Grundlage fiir das Studium der Citronensaure- 
géirung. Da durch Ziichtungen nur in beschrianktem Ausmafe eine 
Steigerung des Citronenséurebildungsvermégens erzielt werden kann, 
handelt es sich insbesondere darum, einen guten Citronensaéurebildner’ 
aufzufinden (vgl. oben) sowie das Séurebildungsvermégen desselben auf- 
recht zu erhalten bzw. gegebenenfalls noch zu erhéhen. Weiterhin 
ist es von grundsatzlicher Bedeutung, Methoden ausfindig zu machen, 
durch die man instand gesetzt wird, das verloren gegangene Saure- 
bildungsvermégen eines ehemals guten Citronensdurebildners wiederzu- 
erlangen. Die diesbeziiglichen Erfahrungen seien im folgenden zu- 
sammengefaBt. 


1. Steigerung des Citronensdurebildungsvermégens beliebiger Pilz- 
stimme durch Ziichtung auf sauren Substraten. Zur Priifung dieser Frage 
stehen folgende Wege zur Verfiigung: 


a) Fortlaufende Ziichtung auf sauren Nahrlésungen durch Uber- 
impftung von Conidiosporen, und zwar auf synthetischen Nahrlésungen 
(Rohrzucker mit Salzen) oder natiirlichen Nahrlésungen (Bierwiirze usw.) 
unter Zusatz verschiedener anorganischer oder organischer Saéuren (Salz- 


' Naheres vgl. in den ,,Oxydativen Géarungen“, 8S. 80. 2 Vel. 
»Oxydative Garungen™, S. 78ff. 
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siure, Schwefelsiure, Phosphorsaéure, Citronensaure), oder aber auf natiir- 
lichen sauren Nahrl6sungen (Citronensaft). Bei der Ziichtung auf citronen- 
siurehaltigen Lé6sungen besteht die Gefahr, dai sich der Pilz nur an die 
Verarbeitung der Citronensaéure gew6Ohnt; anorganische Sauren scheinen 
daher vorzuziehen zu sein. 

b) Abwechselnde Ziichtung auf sauren Substraten gemaéB a) und auf 
normalen Agarréhrehen; und zwar gleichfalls Uberimpfung von Conidio- 
sporen. 

c) Wie b), aber in der Weise, dai jeweils Stiickchen des auf den sauren 
Substraten entwickelten Pilzmycels auf Agarréhrchen iibertragen und die 
hier gebildeten Sporen wieder auf saure Nahrl6sungen iiberimpft werden. 
Dies wird besonders dann notwendig sein, wenn auf den sauren Nahrlésungen 
keine Sporenbildung mehr erfolgt. 

In den Nahrlésungen kann jeweils das Saéurebildungsvermégen der 
Pilze direkt gepriift werden oder es werden zu diesem Zweck eigene Versuche 
eingeschaltet. —- Mit der eingehenderen Untersuchung dieser Fragen sind wir 
noch beschaftigt; es seinen hier nur die nach dem Vorgang gemaf b) er- 
zielten Ergebnisse mit einem von verdorbener Bierwiirze frisch abgefangenen 
Aspergillus niger mitgeteilt, dessen Séurebildungsvermégen eine allmahliche 
‘Steigerung erfuhr, und zwar 





eem n/10 Lauge fiir 100 cem N&ahrlésung 
(Mittelwerte) nach Tagen 





10 12 14 16 18 20 


Urspriingliche Kultur... . . 133 «186 = 236 275) 866414 
Nach der 2. Umziichtung. . . 5 240 364 3883 452 507 593 


560 755 850 867 890 64 


” « ” oom 


2. Konstanthaltung des Sdurebildungsvermégens guter Citronensdure- 
bildner. Dazu kénnen folgende Wege eingeschlagen werden: 

a) Uberimpfungen auf Wiirzeagar und Aufbewahrung der Kulturen bei 
tiefer Temperatur. Man geht so vor, daB die Pilze auf Agarréhrchen von 
bestimmter Zusammensetzung tiberimpft werden; nachdem Sporenbildung 
bei 30 bis 34° stattgefunden hat, werden die Kulturen bei tieferer Tem- 
peratur (8 bis 12°) aufbewahrt. Die Uberimpfung wird alle 4 bis 6 Wochen 
vorgenommen. 

b) Uberimpfungen auf saure Nahrbéden empfiehlt Kardo-S yssojewa ! 
als Methode zur Stabilisierung des Saurebildungsvermégens aktiver Kulturen. 

c) Abernten der reifen Sporen und Aufbewahrung derselben in trocke- 
nem Zustand. Die Erntung der Sporen erfolgt am einfachsten durch Ab- 
streifen derselben mittels eines sterilen Pinsels, und die Aufbewahrung in 
kleinen, mit Wattebausch verschlossenen Glasréhrchen. Zuschmelzen 
derselben ist nicht zu empfehlen. Auf diese Methode zur Konstanthaltung 
des Saéurebildungsvermégens wurde schon friiher hingewiesen”?. Neuerdings 
teilte Paley*® mit, daB beim Aufbewahren von vier Aspergillus niger-Staéammen 
im Laufe von 120 Tagen in Form reifer, trockener Sporen das Séurebildungs- 


' Kardo-Syssojewa Mitt. d. wiss. Forschungsinst. f. Nahrungsmittel- 
industrie d. USSR. III, 1, S. 25, 1935. 2 Bernhauer, Die oxydativen 
Garungen, S. 82, 1932. 3 Paley, Mitt. d. wiss. Forschungsinst. f. 
Nahrungsmittelindustrie d. USSR. III, 1, S. 94, 1935. 
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vermogen derselben héchst aktiv blieb, und zwar konstanter als bei gew6hn- 
lichen Uberimpfungen auf Wiirzeagar, wobei die Sporen im Zusammenhang 
mit der Pilzdecke bleiben. 


3. Regenerierung des Sdurebildungsvermégens degenerierter Kulturen. 
Es wird hier zunachst zu tiberlegen sein, wodurch eine ,, Degenerierung” 
zustande gekommen sein mag: wir werden dabei folgende Méglichkeiten 
zu unterscheiden haben: 


x) Es kann sich zuniéichst um eine scheinbare Degenerierung handeln, 
indem sich in die urspriingliche Kultur eine Fremdinfektion in Form eines 
morphologisch etwa gleichartigen Aspergillus niger-Stammes mit geringem 
Sadurebildungsvermégen eingeschlichen haben kann. Da der Saéurewert in 
Mischkulturen in der Regel etwa zwischen denen der einzelnen Reinkulturen 
liegt', kann so das Saéurebildungsvermégen der Gesamtkultur vermindert 
erscheinen. 

6) Auftreten von ,,Mutanten‘‘ mit geringem Saurebildungsvermégen in 
der urspriinglichen Kultur; dadurch kénnen neben den aktiven Pilzformen 
weniger aktive vorhanden sein und so kann das Saurebildungsvermégen 
der Gesamtkultur vermindert erscheinen. 

7) ,,Degenerationen im engeren Sinne.** Diese mégen dadurch zustande 
kommen, da durch dauernde Verwendung eines zu iippigen oder aber auch 
eines zu schlechten Nahrbodens oder durch ungiinstige Aufbewahrung der 
Kultur oder durch Uberimpfung in zu groBen Zeitraumen die physiologischen 
(manchmal auch die morphologischen) Eigenschaften einer Pilzkultur sich 
andern. Diese Anderung kann sich in einer Verminderung des Wachstums- 
vermoégens der Pilzkultur ausdriicken und dadurch kann indirekt auch eine 
Erniedrigung des Saéurebildungsvermégens stattfinden. 

6) Die Gew6hnung an nicht saure oder nur schwach saure Substrate 
wahrend der langerdauernden Kultivierung der Pilze; dies wird eine Herab- 
minderung der Resistenz der Pilze gegeniiber Sauren zur Folge haben und 
dadurch wird auch das Saureanhaéufungsvermégen der Pilzkulturen leiden. 


Je nachdem, welcher der genannten Faktoren die ,, Degenerierung“ 
einer Kultur im oben angefiihrten Sinne bewirkt haben mag, werden 
auch jeweils verschiedene Wege und Methoden zur Regenerierung des 
Sdurebildungsvermégens zum Ziele fiihren, und zwar: 


a) Auffrischung des Wachstumsvermogens alter Kulturen durch 6ftere 
Uberimpfung auf frisches Substrat (Bierwiirzeagar usw.); dies wird vielfach 
auch von einer Wiedererlangung des Saurebildungsvermégens der Kultur 
begleitet sein (bei Degenerierungserscheinungen gemaB y). 

b) Auswahl der geeignetsten Sporenkultur nach dem PlattenguB- 
verfahren; Isolierung verschiedener Subkulturen aus einzelnen Sporen 
und Uberpriifung des Saéurebildungsvermégens derselben. Diese Methode 
wird vor allem bei Degenerationserscheinungen gemaB «) und £) zum Ziele 
fiihren und kann weiterhin auch zur Auffindung guter Saurebildner im all- 
gemeinen verwendet werden. 


! Dies ist aus Versuchen von Paley (Mitt. d. wiss. Forschungsinst. f. 


Nahrungsmittelindustrie d. USSR. III, 1, 8S. 76, 1935) sowie aus eigenen 
Untersuchungen ersichtlich (vergl. unten). 
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c) Regenerierungen durch WiedererhOhung der Saureresistenz durch 
Umziichtung auf sauren Substraten (vgl. oben Punkt 1). Dies wird ins- 
besondere bei Degenerationserscheinungen gemiBs Punkt 6) zu_ einer 
Wiederauffrischung der Kultur fiihren. Auch nach Kardo-Syssojewa* lassen 
sich durch Ziichtungen auf sauren Substraten degenerierte Kulturen wieder 
regenerieren. 

4. Morphologische Merkmale der Citronensturebildner und duferes 
Bild der Citronensduregérung. Zur Ergaénzung der friiher zusammen- 
gefaBten diesbeziiglichen Angaben sei hier auf einige neuere Ergebnisse 
hingewiesen. 


So fanden Protodjakonow und Kresling*, daB schwache Saurebildner 
durch iippige Sporenbildung ausgezeichnet sind und stark pigmentierte, 
zackige Conidien zu besitzen scheinen; Ké6pfchen unregelmaBig konturiert, 
sternférmig. Stark aktive Saurebildner zeigen dagegen relativ geringe 
Sporenbildung; Conidienképfchen glatt. — Die Beobachtungen iiber die 
geringe Sporenbildung der Citronensiurebildner steht mit alteren Er- 
fahrungen in Ubereinstimmung; so zeigt auch unser Stamm XXV auf 
Wiirzeagar nur geringe Sporulierung. — Wahrend der Citronenséuregaérung 
auf Zuckerlésungen findet zumeist keine oder nur geringe Sporenbildung 
statt; dies geht sehr deutlich bereits aus den von Currie (l. c.) gegebenen 
Photographien hervor. Das gleiche Verhalten zeigt auch unser Stamm XXV, 
sowie auch der in den Versuchen von Chrzqszcz und Peyros* verwendete 
Pilzstamm W 2 (jedenfalls in Gegenwart von Eisensalzen). Da8 dies jedoch 
nicht allgemein der Fall ist, zeigt unser Pilzstamm XX, der sich in neueren 
Versuchen gleichfalls als recht guter Citronensaurebildner erwies, dabei aber 
reichlich Sporen bildet. 


B. AuBere Faktoren der Citronensiureanhiufung. 


1. Art der Anwendung der Pilzkultur bei der Oberflichengdrung. 
Fur die Durchfiihrung der Citronenséuregérung, und zwar nach allem 
Vernehmen auch fiir die technische Durchfiihrung des Prozesses, kommt 
nur eine Oberflichengérung in Frage; die Verwendung von Bottichen 
unter Rithren und Lufteinblasen hat sich bisher noch nicht bewahrt. 
Daher werden sich die weiteren hier zu besprechenden auBeren Faktoren 
nur auf die Durchfiihrung der Oberflichengérung zu beziehen haben. 


a) Sporenmenge. Die Dosierung derselben ist zur Erzielung einheit- 
licher Resultate von Wichtigkeit. Wir gehen dabei so vor, dai die von einer 
bestimmten Anzahl gleichartiger Réhrchenkulturen gewonnene Sporen- 
suspension fiir eine bestimmte Fliissigkeitsoberflache verwendet wird. 
In Versuchen von Chrzqaszcz und Peyros (1. ec.) bewahrte sich die Benutzung 
groBerer Mengen ,,Rohsporenmasse‘’ nicht; dies diirfte wohl damit zu- 
sammenhiangen, dais auf diese Weise auch Mycelstoffe in die Lésungen 
gelangen, die fiir die Citronenséureanhaufung ungiinstig sind. So erzielten 
wir auch in Versuchen, bei denen ein wisseriger Extrakt von Pilzmycel 

' Kardo-Syssojewa, Mitt. d. wiss. Forschungsinst. f. Nahrungsmittel- 
industrie d. USSR. III, 1, 8. 25, 1935. — * Ebenda III, 1, 8S. 101, 1935. 

3 Chrzqaszcz u. Peyros, diese Zeitschr. 280, 325, 1935. 
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zugesetzt wurde, eine wesentlich geringere Citronensaéureausbeute als in 
Versuchen ohne diesen Zusatz. Im allgemeinen ist eine relativ groBe Sporen- 
menge, die zu einer raschen Mycelentwicklung fiihrt, fiir die Citronensaure- 
garung von groBer Wichtigkeit. 

bh) Alter der Impfkultur. Systematisch durchgefiihrte Versuche ergaben 
keinen auffallenden EinfluB des Alters der Impfkultur auf die Citronensaure- 
garung. Fast 6 Monate alte, kiihl aufbewahrte Impfkulturen hatten an- 
nahernd die gleiche Altivitaét wie ganz junge (4 Tage alte) Kulturen oder 
Kulturen von mittlerem Alter. Der Einheitlichkeit halber verwendeten 
wir allerdings stets Kulturen, die nicht alter als 14 Tage waren!'. 


2. Bedeutung der Ndhrldsung. Die Art der Nahrlésung ist einer- 
seits fiir die Entwicklung gut séurebildender Pilzdecken und andererseits 
fiir den Verlauf der Citronensduregarung selbst von groBer Bedeutung. 


a) Kohlenstoffquelle. Bekanntlich bewahrt sich Rohrzucker fiir die 
Citronensauregérung am besten. Dabei scheint sich der EinfluB desselben 
vor allem auf die Entwicklung gut citronenséurebildender Mycelien selbst 
zu erstrecken; so fanden Rubel und Kardo-Syssojewa*, daB ein Pilzmycel, 
das auf Rohrzucker zur Entwicklung kam, Glucose weitaus besser in Citronen- 
siiure umzuwandeln vermag als ein Mycel, das auf Glucose entwickelt wurde. 
Der grundsitzliche Befund, daB Pilzdecken, die auf Rohrzucker zur Ent- 
wicklung kamen, sowohl zur Gluconsaurebildung wie auch zur Citronen- 
siurebildung besonders geeignet sind, konnte bereits friiher gemacht werden*. 
Diese Beobachtung erscheint insbesondere fiir die Frage nach der Ver- 
arbeitung verschiedener technischer C-Quellen auf Citronensiéure von Be- 
deutung (z. B. technische Glucose, Holzzucker usw.)*. —- Hinsichtlich der 
geeignetsten Zuckerkonzentration dirfte das Optimum je nach dem Pilz- 
stamm zwischen 15 und 20°, liegen. Wir erhielten zumeist die héchsten 
Citronensdéureausbeuten bei Anwendung von 17,5°% igen Zuckerlésungen. 

b) Stickstoffquelle. Es bestehen auch hier je nach der Art des Pilz- 
stammes einige Unterschiede. Im allgemeinen wirken jedoch Nitrate in der 
Regel am giinstigsten, und zwar zumeist Ammoniumnitrat; Sotnikov? 
erhielt mit seinem Pilzstamm bei Anwendung von Magnesiumnitrat die 
héchsten Citronenséureausbeuten. —- Natiirliche Stickstoffquellen (Eiweil, 
Pepton usw.) bzw. iiberhaupt organisch gebundener Stickstoff ist fiir die 
Citronensaurebildung im allgemeinen nicht geeignet. Auf die Bedeutung 
der N-Quelle fiir die Citronenséiurebildung kommen wir demnachst noch 
eingehender zuriick. 

c) Wasserstoffionenkonzentration. Das py-Optimum der Citronensaure- 
bildung scheint bei 2 zu liegen. Da jedoch das Pilzwachstum bei diesem py 
bereits geschwacht ist, diirfte es empfehlenswert sein, durch Saéurezusatz 
nach der Mycelentwicklung das optimale py einzustellen. Uber eine direkte 
Stimulierung der Saurebildung bei der Zugabe von Salzséure zur urspriing- 


1 Vel. auch Schwartz u. Lang, Arch. f. Mikrobiol. 5, 387, 1934; Chem. 
Centralbl. 1934, Il, 3516. 2 Mitt. d. wiss. Forschungsinst. f. Nahrungs- 
mittelindustrie d. USSR. III, 4, S. 116, 1936. 3 Bernhauer, H. 177, 
86, 102, 1928: Oxydative Garungen, 8. 90, 1932. 4 Dagegen sollen nach 
Giordani (Angew. Chem. 47, 371, 1934) die auf Invertzucker geziichteten 
Pilzdecken den auf Rohrzucker gewachsenen itiberlegen sein. Es mag 
auch hier auf die Art des Pilzstammes ankommen. — ° C. r. de l’Acad. 
des Sciences de VUSSR. III, 4, S. 276, 282, 1934. 
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lichen Nahrlésung hat bereits Currie (l.c.) berichtet. Aardo-Syssojewa ! 
machte ahnliche Beobachtungen. Nach unseren Erfahrungen erhalten auch 
auf sauren Substraten entwickelte Pilzdecken ein wesentlich starkeres Ver- 
mégen zur Citronenséurebildung*, wie auch Kardo-Syssojewa (l.¢.) be- 
statigte. 

3. Art der Garfiihrung bei der Oberflichengarung. Es kommt hier vor 
allem auf die Schichthéhe der zu vergérenden Fliissigkeit an, auf die 
Sauerstoffversorgung usw. ; einige weitere diesbeziigliche Beobachtungen 
seien hier mitgeteilt. 

a) Gefapform und Sauerstoffversorgung. In geschlossenen GefaBen 
(Kolben usw.) scheint von Wichtigkeit die Entfernung des Watte- 
verschlusses (durch den der Gasaustausch erfolgt) von dem Mycel zu sein, 
denn iiber dem Mycel lagert zunachst eine an CQO, relativ reiche Atmo- 
sphare. Systematische Untersuchungen tiber die Zusammensetzung 
des Gasgemisches tiber dem Mycel wahrend einer normalen Citronen- 
sduregarung sowie iber die optimale Sauerstoffspannung liegen noch 
nicht vor. Sotnikov® erhielt in geschlossenen Schalen. bei denen ein 
Gasaustausch nur langsam erfolgt, wesentlich héhere Citronen- 
séureausbeuten als in offenen Schalen, bei denen also eine rasche Er- 
neuerung der Gasatmosphare stattfindet. 

b) Schichthédhe der Ndhrlisung. Diese ist fiir die Durchfiihrung 
der Oberflaichengarung von gréBter Bedeutung. Sotnikov (1. c.) arbeitete 
in Schalen mit einer Schichthéhe von 0,5 und 1 em und erhielt dabei gute 
Resultate. In Versuchen von Drboglaw und Dewjaschina* in Kolben be- 
wahrte sich eine Schichthéhe von 1,5 cm im allgemeinen besser als eine 
solche von 1 oder 2 cm; der verwendete Pilzstamm war allerdings nur ein 
relativ schwacher Citronensaurebildner. — In unseren eigenen Versuchen 
bewahrten sich Schichth6hen von 2,3 em (mit 500 cem Lésung) unter 
Benutzung von 2 Liter fassenden Houle-Kolben sehr gut (Citronensaure- 
ausbeute etwa 70°, manchmal iiber 85°, des angewendeten Zuckers’®) ; 
bei einer Schichthédhe von 3,3 em (750 cem Lésung in 2 Liter- 
Houle-Kolben) war die Citronenséureausbeute bereits geringer (gegen 
60%). 

c) Temperatur. Die fiir die Citronensiuregérung optimale Tem- 
peratur kann je nach der Art des verwendeten Pilzstammes recht ver- 


schieden sein. Im allgemeinen diirften etwa 28 bis 34° optimal sein, doch 


‘ 


' Mitt. d. wiss. Forschungsinst. f. Nahrungsmittelindustrie d. USSR. 
IIT, 1, S. 25, 1935. 2 Bernhauer u. Wolf, H. 177, 270, 1928. ai 
de Acad. des Sciences de VURSS. III, 4, S. 546, 1934. 4 Mitt. d. 
wiss. Forsechungsinst. f. Nahrungsmittelindustrie d. USSR. TILT, 1, 8. 115, 
1935. 5 Olutterbuck (Ll. Soe. chem. Ind. 55, 57T, 1936) erwahnt, dab 
bei der Citronenséureproduktion in halbtechnischem Ausma konstant Aus- 
beuten von 87°, an Citronensaure erhalten werden konnten. 


4* 
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wurde auch iiber eine thermophile Art des Pen. arenarium berichtet, 
dessen Optimum bei 40° liegt !. 

d) Wiederholte Verwendung von Pilzdecken u.a. Wie schon Currie 
(1. c.) zeigte, lassen sich die Pilzdecken wiederholt (etwa drei- bis viermal) 
fiir die Durchfiihrung der Citronenséuregaérung verwenden. Chrzaszcz 
und Peyros (1. c.) erzielten in der zweiten Kulturlésung die besten Aus- 
beuten an Citronenséure. Eine Vorziichtung der Pilzdecken in Malzwiirze 
bewahrte sich nicht, sondern es ist besser, gleich die erste Nahrlésung zur 
Citronenséuregérung zu verwenden. Dies entspricht bekanntlich auch 
den sonstigen Erfahrungen?. Die giinstigsten Bedingungen bei wieder- 
holter Benutzung der Pilzdecken scheinen auch jeweils vom verwen- 
deten Pilz abhangig zu sein’. 


C. Einige ,,problematischess Faktoren der Citronensiuregirung. 


Allen, die sich mit der Citronensaéuregaérung naéher beschaftigten, ist es 
bekannt, daB einerseits innerhalb einer Versuchsreihe und erst recht beim 
Vergleich von Versuchsreihen, die zu verschiedenen Zeiten durchgefiihrt 
sind, recht erhebliche Schwankungen auftreten kénnen. Auf diese Variabilitit 
im Garverlauf hat schon Currie (1. c.) hingewiesen und zugleich darauf, daf 
nicht alle Bedingungen, die den Verlauf der Giarung beeinflussen kénnen, 
der Kontrolle des Experimentators zugénglich sind. So haben wir bei der 
Feststellung der Variationsbreite innerhalb einer Versuchsreihe gefunden, 
daB die erhaltenen maximalen Saurezahlen (in cem n/10 Lauge fiir 100 eem 
Losung) zwischen 1775 und 1445 schwanken kénnen, also um etwa 20°. 
Ferner wird auch das Saéuremaximum jeweils in verschiedenen Zeiten 
erreicht. Derartige Schwankungen im Garungsverlauf in Kleinversuchen 
kénnen teilweise dadurch erklart werden, daB das Pilzwachstum nicht stets 
ganz gleich ist, also z. B. verschiedenartige Faltungen des Mycels auftreten, 
verschieden tiefes Eindringen ins Substrat, ferner nicht ganz gleiche Do- 
sierung des Sporenmaterials usw. Ein sehr wichtiger Faktor scheint weiterhin 
die Art des verwendeten Glases zu sein; innerhalb einer Versuchsreihe 
sollen daher nur Kolben von gleicher Herkunft und gleichem Alter, gleicher 
Vorbehandlung usw. verwendet werden. Bei frischen, noch unbenutzt 
gewesenen Kolben scheint dagegen die Art des Glases (Herkunft desselben) 
keinen weiteren Einflu8 zu haben, wie eigene Versuche zeigten. 

Ferner kénnen auf die Citronensaéurebildung auch noch verschiedene 
andere Faktoren, die sich zunaichst der Kontrolle entziehen, von EinfluB 
sein, wie die eventuelle Anwesenheit von Schwermetallspuren, von ver- 
schiedenen Aktivatoren oder Hemmungsstoffen, die sowohl das Wachstum 
wie auch die Saurebildung beeinflussen kénnen, usw. 


Beschreibung der Versuche. 
Methodisches. 

Es wurde im allgemeinen ebenso wie in den bisherigen Versuchen vor- 
gegangen. Stets wurden Parallelversuche durchgefiihrt. In den unten 
folgenden Tabellen ist in der Regel der Mittelwert aus drei bis vier Einzel- 
versuchen wiedergegeben. 

' Naheres vgl. in den ,,Oxydativen Garungen“, 1. ce. 2 Naheres 
vgl. in den ,,Oxydativen Garungen*. 3 Vel. z. B. auch die Arbeiten 
von Sotnikow (1. ¢.), sowie von Drboglaw u. Dewjaschina (I. ¢.). 





Cit 
fol 
In 
vel 
sta 
log 
fris 
iib 
mij 
Ku 


ste 


J e 
2n 
sek 


ecn 


sic] 
die 
Ve 
nui 
L6: 


du 
nac 
Fil 








Saurebildung aus Zucker durch Aspergillus niger. VI. 53 


Verwendete Ndhrlésung. Als ,normale‘* Nahrlésung kam folgende in 
Verwendung: 15°, Rohrzucker, 0,29, Ammoniumnitrat, 0,1°, Kalium- 
dihydrophosphat und 0,025°, Magnesiumsulfat; nach dem Sterilisieren 
wurde noch etwas Salzsiure zugesetzt, so daB die Losung n/1000 an Salz- 
saure war (lcem n/10 Salzséure fiir 100 cem Fliissigkeit) ; Anfangs-, 
pu = 6. Verwendet wurde stets Leitungswasser. 


Die Impfung der Lésungen erfolgte mit Sporensuspension, und zwar 
wurden dabei zu je 100cem Lésung 2ccm einer Sporensuspension verwendet, 
die in der Weise hergestellt war, daB ein Agarréhrchen (16 * 160 mm) mit 
insgesamt 20ccm Wasser ausgespilt wurde. Die Sporenbildung in den 
R6éhrchen war nicht besonders stark (vor allem bildeten sich Sporen an den 
Randern). Der Verschluf der Kolben mit Watte soll nicht zu fest sein. Die 
Watte wurde nicht 6fter als zweimal verwendet. Die Versuchstemperatur 
betrug stets etwa 32 bis 34°, falls keme anderen Angaben gemacht werden. 
Die Probeentnahme hat vorsichtig zu erfolgen unter Schonung der 
Pilzdecke. Zur Titration mit n/10 Lauge wurden je 2 cem Probe verwendet. 
—- Die Priifung auf Oxalsiure war stets negativ. 


A. Bedeutung einiger innerer Faktoren fiir die Citronensdéurebildung. 
1. Ziichtungsversuche mit dem Pilzstamm XXV. 

Der Pilzstamm XXV, der sich in friiheren Versuchen als vorziiglicher 
Citronensaurebildner erwiesen hatte, war auf Malzextraktagarréhrchen 
fortgeztichtet worden; die Uberimpfung erfolgte etwa alle 2 bis 6 Monate. 
In diesem Zustand war —- wie die Priifung zeigte — sowohl das Wachstums- 
vermégen als auch die Fahigkeit zur Saurebildung in fliissigen Nahrlésungen 
stark vermindert. Ferner erschien der Pilz auf Grund seines auBeren morpho- 
logischen Aussehens nicht ganz einheitlich. — Zur Reinziichtung und Auf- 
frischung wurde daher die Kultur zunaichst des éfteren auf Wiirzeagar! 
iiberimpft. Dabei wurde nach Méglichkeit versucht, eine einzelne Conidie 
mit der feuchten Impfnadel zu tibertragen, und jeweils eine Anzahl derartiger 
Kulturen angelegt. Mit solehen Kulturen wurden die Versuche zur Fest- 
stellung der Saéurebildung durchgefiihrt. 

Prifung des Sdurebildungsvermégens nach der Aufziichtung des Pilzes: 
Je drei Versuche mit 100 cem normaler Nahrlésung, Zusatz von 1 ecem 
2n HCl, Temperatur 34°. Titrationswerte (im Mittel) pro 100 cem nach ver- 
schiedenen Zeitintervallen, und zwar: 





Tage: 10 > a i” i 18 


com n/l0Lauge .......... . . {| 1009 | 1195 | 1475 | 1566 | 1495 


Bei diesen Versuchen blieben die Pilzdecken weiB, und es bildeten 
sich nur vereinzelt Sporen; diese wurden auf Agarréhrchen geimpft und von 
diesen sodann neue Versuche auf 100 cem Nahrlésung unter den gleichen 
Versuchsbedingungen wie zuvor angesetzt. Diese Versuche ergaben aber 
nur geringe Saéurebildung (Maximalwert 540 ccm n/10 Lauge pro 100 cem 
Losung am 20. Versuchstage). Ys handelt sich demnach wahrscheinlich 


1 Zusammensetzung: Ungehopfte Bierwiirze auf 8° Blg. verdiinnt, 
durch Kochen mit geschlagenem Eiweif8 (1 Eiweif auf 2 Liter) geklart und 
nach dem Filtrieren 2 bis 3° gewaschener Agar zugesetzt. Auf nochmalige 
Filtration wurde verzichtet. 
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um einen fremden Pilz, der noch in der urspriinglichen Kultur vor- 
handen war. 


Ausschaltung einer Fremdkultur. Um die anscheinend in der Stamm- 
kultur des Pilzes XXV (in dem wie beschrieben erreichten Zustand) noch 
vorhandene Fremdkultur von geringem Saurebildungsvermégen zu _ ent- 
fernen, wurde zuniachst eine Versuchsreihe mit dem Pilzstamm XXV_ bei 
niedrigem py durchgefiihrt, fuBend auf der Beobachtung, da®B unter diesen 
Bedingungen nur ein Pilz von hohem Saurebildungsvermégen zur Ent- 
wicklung gelangen kann. Ansatz: 3 Kolben mit je 100 c¢cem normaler 
Nahrl6sung, nach dem Sterilisieren versetzt mit je 2cem 2n Salzséure. 
PH 1,6 bis 1,8. Temperatur 34 bis 35°. —- Die Mycelentwicklung war stark 
gehemmt und die Pilzdecken erst am 6. Tag fast véllig geschlossen; erst 
von diesem Zeitpunkt an entwickelte sich das Mycel kraftiger. Charak- 
teristisch war das warzenartige Aussehen der Pilzdecke. Es wurden dabei 
folgende Aziditatswerte (im Mittel) erreicht: 





Tage: 14 16 18 20 Pe 24 


ecm n/l0 Lauge. . eke 576-861 | 1028) 1251) 1419 1457 


Von diesen Versuchen wurde am 5. Tag etwas Mycel auf Agarréhrchen 
gebracht, und die hier entwickelten Sporen nach einigen Tagen auf neue 
Roéhrehen iibertragen (bezeichnet als Kultur XXV;). Diese wurden nun 
als Impfmaterial fiir eine neue Versuchsreihe verwendet, in der ein 
Vergleich mit dem Saurebildungsvermégen der aufgefrischten Stamm- 
kultur XXV vorgenommen wurde. Je drei Versuche in tiblicher Weise; 
Ergebnisse: 





Tage: 12 | 14 16 18 


sem n/10 1 , | Stamm XXV;, 1299 1527 1618 1319 
ecm n sauge | " XXV 1284 1442 1414 1116 


Reinziichtung der Pilzkultur nach dem Plattengu Bverfahren und Isolierung 
von ,,Mutanten*. {s wurde von einer 4 Tage alten R6éhrehenkultur 
(Stamm XXV) ausgegangen. Von dieser wurden Conidiosporen mit der 
Impfnadel unter sterilen Bedingungen in ein kleines Flaschchen, enthaltend 
5 cem steriles Wasser und 5 bis 10 Tropfen Alkohol, gebracht und durch 
kraftiges Schiitteln die einzelnen Sporen voneinander getrennt. Ein Tropfen 
dieser Suspension wurde sodann zu 5 cem Wasser in einem zweiten Flasch- 
chen hinzugefiigt und nach jeweiligem guten Schiitteln dieser Vorgang 
fiinf- bis sechsmal wiederholt. SchlieBlich wurde mit der Fliissigkeit der 
beiden letzten Flaschchen der PlattenguB8 in tiblicher Weise vorgenommen 
(unter Verwendung fertiger Bierwiirzeagarplatten). Nach etwa 24 Stunden 
bei 35° in einer feuchten Kammer wurde die Ubertragung der einzelnen 
Kolonien auf Agarréhrchen vorgenommen und die hier entwickelten Sporen 
weiter tiberimpft. 

Aus einer solchen Platte wurden zunachst zwei Pilze isoliert, bezeichnet 
als XXV¢q mit niedrigen Conidientragern und XXVg¢p mit hohen Conidien- 
tragern. Das Saurebildungsvermégen dieser Kulturen wurde sodann mit 
dem der Kultur X XV, in iiblicher Weise naher verglichen. Dabei erhielten 
wir folgende Werte: 
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Tage : 12 14 16 18 20 


Aziditatswerte (com { Kultur XXVg. | 820 | 1177 | 1822 | 1921 | 1251 
n/10 Lange pro 100 cen: » XXVg, | 781 | 1031 | 1246 1395 1424 
Nihrlosung) » XXV; 1052 1300 | 1498 1608 1604 


In einer weiteren Versuchsserie wurden nach dem Plattengubverfahren, 
ausgehend von der Stammkultur XXV, unter starker Sporenverdiinnung 
einige Platten angelegt und von diesen am 2. Tage acht Einzelkolonien 
auf Agarréhrechen iibertragen. Diese wurden als solche fortgezitichtet 
(Subkulturen X XV, — p) und erwiesen sich als einheitlich. Bei der Priifung 
auf das Saurebildungsvermégen blieben alle Kulturen vollig sporenlos 
und bildeten ein weiBes, stark gefaltetes Mycel. Erst bei langerer Kultur- 
dauer traten vereinzelt Sporen von gleichem Aussehen auf. Es sei hier 
die Saurebildung durch die Subkultur XXV}, in gr6Beren Versuchen an- 
gefiihrt: In drei Houle-Kolben, je 500 cem Nahrlésung (n/1000 HCl ent- 
haltend). Titrationsergebnisse (Mittelwerte) pro 100 cem Lésung am 
12. Tage 1032, 16. Tage 1509, 18. Tage 1617, 19. Tage 1695. 

Reinziichtung der Stammkultur XXV und Fortfiihrung derselben. Bei 
der langeren Fortziichtung der Stammkultur XXV auf Bierwiirzeagar 
wurde schlieBlich ein Zustand erreicht, in dem die Kultur einen vollig 
einheitlichen Eindruck machte und wobei auch deren Saurebildungs- 
vermégen dem seinerzeit erzielten entsprach bzw. dasselbe noch iibertraf. 
Diese Kultur wurde daher fiir die weiteren Untersuchungen verwendet. 
Die Fortziichtung erfolgte auf Bierwiirzeagar, und zwar wurde _ bei 
etwa 33 bis 34° einige Tage anwachsen gelassen und sodann die Kultur bei 
etwa 12° aufbewahrt. Die Uberimpfung auf frische Réhrchen wurde lang- 
stens etwa alle 3 bis 4 Wochen vorgenommen. 

2. Bedeutung des Sporenalters. 

Die Sporenkulturen wurden stets etwa 4 Tage bei 33 bis 34° zur Ent- 
wicklung gebracht und dann bei etwa 10 bis 12° aufbewahrt. Versuchs- 
ansatz: Je drei Kolben mit je 100 cem normaler Nahrlésung. Temperatur 
33 bis 34°. Ergebnisse aus Tabelle I ersichtlich. 


Tabelle I. 





Aziditit (Mittelwerte) in cemn/10Lauge Maximalmenge an 
pro 100cem Lésung an Tagen Citronensiure * 


15 7 21 23 g 0. 


Alter der Impfkultur 


Fast 6 Monate. .... 1422 1507 1600 1545 11,2 74.6 
Etwa 8 Wochen... . 1197 1310 1485 1560 11 73,6 
MOEMEO ok es 6 8 1136 1270 1456 1617 11,3 75,4 
is , RIS: op ert ae a 1370 1452 1585 1632 11,4 76,2 
Rete tic, Oe ska ee Sets 1395 1516 1633 1682 11.8 78.5 
We riige <4 ele eee 1309 1413 1580 1690 11,8 78,5 
* Mit Kristallwasser. — ** Bezogen auf verwendeten Zucker. (Ebenso in allen anderen 
Tabellen). 


3. Versuche mit Mischkulturen. 

Versuche mit normaler Nahrlésung. Je drei Parallelversuche. Impfung 
der Ansatze mit Mischkulturen: je 1 cem Sporensuspension der beiden 
Kinzelkulturen; Impfung der Versuche mit den Reinkulturen: je 2 cem 
Sporensuspension. Ergebnisse in Tabelle II. 
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Tabelle II. 





Aziditat (Mittelwerte) in cem n/10 Lauge Maximalmenge an 
ee pro 100 cem Lisung nach Tagen Citronensiure 


rh 15 17 19 g Of, 


= 


rae 1970 1242 1188 1090 

VII u. XX 640 913 976 920 
VII 98 108 133 131 
XVIlIa u. XX 481 713 806 917 
XVUla 183 146 96 96 
XVIIIb u. XX 865 1150 1182 1171 
XVIII b 914 1022 1041 1107 
XXIVb u. XX 813 996 1000 975 
XXIV b 872 1183 1166 1139 
XXV u. XX 988 1376 1385 1342 
XXV 1265 1491 1314 1201 
XXVh u. XX 1185 1498 1434 1367 10,5 
XXVh 1180 1564 1540 1540 10,95 
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B. Aufere Faktoren der Citronenséureanhdujung. 
1. Art der Bereitung der Nahrlésungen. 
Variationen in der Herstellung der Ndhrlésung. Ansatz: je 100 cem 
normale Nahrlésung in 300cem LErlenmeyer-Kolben (Palexglas); Nahr- 
lésung nach dem Auffiillen auf die Kolben verteilt. Nach dem Sterilisieren 
Zusatz von 1 ccm n/10 Salzséure pro Kolben. Impfung mit je 2 cem Sporen- 
suspension. Temperatur 34 bis 35°. Ergebnisse in Tabelle ITI. 


Tabelle III. 





Bereitung der Lésung Aziditat (Mittelwerte aus je drei Maximale Citronen- 
Nahrlisung =| — ag Versuchen) nach Tagen siiureausbeute 

__.| Sterili- 

Zucker, Saize sieren 10 12 14 Og 





fest fest klar 1040 1469 1572 

gelost ¥ triib 720 1197 1421 

fest  geldst * 459 584 583 | 58% ; ; 
geldst * ‘ 1009 1195 1475 1566 | 5 73, 


Im Gegensatz zu den anderen Versuchen waren im Falle c) die Pilz- 
decken nach 1 Tag noch sehr schwach und wurden schlieBlich naB und 
schwammig. In den anderen Fillen waren die Pilzdecken nach 1 Tage ge- 
schlossen und wurden spiter dick und faltig. Bei den folgenden Versuchen 
wurden die Nahrlésungen stets gemi dem Fall d) bereitet (also zur Zucker- 
lésung die Salze in geléster Form zugesetzt). 


2. EinfluB verschiedener Glassorten. 

Es wurde hier vollig frisches Glas verschiedener Herkunft verwendet 
und dasselbe zunachst in méglichst gleichartiger Weise ,,physiologisch* 
gewaschen!. Ansatz: je 100ccm der normalen Nahrlésung in 300 cem 
Erlenmeyer-Kolben. Bereitung der Nahrlésung wie oben beschrieben. 
Impfung mit je 2ccm Sporensuspension. Temperatur 32 bis 33°. Ergebnisse 
in Tabelle IV. 


1 Des 6fteren mit verdiinnter Salzséure auf dem Wasserbad behandelt, 
schlieBlich griindlich ausgespiilt. 
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Tabelle IV. 





Maximale Citronen- 


Azididat (Mittelwerte aus je 3 Versuchen) 
i siureausbeuten 


Glassorte in ccm n/10 Lauge nach Tagen 


10 
Palex * 937 
Kavalier ** 702 
Jenenser 866 
* Von der Firma Kavalier. 


3. Ermittlung der Variationsbreite der Versuche. 


12 


1195 
1070 
1216 


* Gewohnliches Geriteglas. 


14 


1443 
1439 


1652 


16 


1549 
1600 
16! 


j 18 
1480 


1625 
1583 


£ 


10,8 
11,4 
11,9 


0 


Ansatz: Je 100 cem Nahrlésung (normal mit je 1 cem n/10 HCl) in 


iiblicher Weise angesetzt. 
in Tabelle V. 


Palexglas. Temperatur 32 bis 33°. 


Tabelle V. 


Ergebnisse 





Aziditaét in ecm n/10 Lauge 


10 


644 
649 
862 
890 
609 
684 
873 
971 
908 
788 
971 
609 


Kinzelwerte - 





Mittelwerte 
Maximalwerte 
Minimalwerte 


12 


985 
983 
1183 
1246 
902 
1006 
1206 
1310 
1302 
1125 
1310 
902 


14 


1360 
1512 
1590 
1660 
1240 
1365 
1567 
1660 
1660 
1506 
1660 
1240 


nach Tagen 


16 


1560 
1445 
1670 
1768 
1480 
1610 
1768 
1768 
1775 
1647 
1775 


1445 


18 


1505 
1390 
1606 
1716 
1569 
1706 
1732 
1680 
1732 
1625 
1732 
1390 


g 


10,9 
10,6 
11,7 
12,4 
11,1 
11,9 
12,4 
12,4 
12,4 
11,8 
12,4 
10,6 


Maximale Citronen- 
stiureausbeuten 
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4. Variation der GefaBform und Schichthéhe. 
a) Versuche in Preiss-Kolben. Verwendet wurden 2 Liter fassende 
Preiss-Kolben aus Kavalierglas. Normale Nahrlésung! unter Zusatz von 
leem n/10 bzw. leem 2n Salzsiure. Ergebnisse in Tabelle VI. 


Tabelle VI. 





Maximale Citronen- 
siuremenyen 


Aziditatswerte im Mittel aus 3 Ver- 
flichen- PH suchen bezogen auf 100 ccm nach Tagen 
faktor? (HCD ——__ —_____ 
ecm em 14 16 18 20 22 24 g 0}, 


Nahr- Ober- 


lésung 


Schicht- 
héhe 





. | 880 1130 1206 1342 1473 1570 
+ noon) 876 776* 809 1086 1224 1201 
| 100 651 666* 746 683 — — 
250 2 (0,528 ) 4,6  — 1478 14591423 — — | 258 687 
500 8,8 0,264 | (1/50, — 750 | 854 9581048 — 36,7 48.9 


* Bei diesen Versuchen entstanden vom 16. Tage an iiberall schleimige Flecken an der 
Oberfliche der Pilzdecken. 


27.5 74 
42.8 57,1 
39,2 34,8 


250 2 
500 3,8 
750 5,6 


0.528 | 
0,264 
0,176 


1 Versuche, bei denen die absolute Nahrsalzmenge gleichblieb, bei 
denen aber die Fliissigkeits- und Zuckermenge auf das Zwei- oder Dreifache 
erhéht wurde (die Nahrsalzkonzentration also auf n/2 bzw. n/3 herab- 
gesetzt), ergaben wesentlich schlechtere Saiurewerte. * Vel. ,,Oxydative 


Garungen“, S. 144. 
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b) Versuche in Houle-Kolben. Zur Verwendung kamen 2 Liter fassende 
Houle-Kolben aus Kavalierglas. Im tibrigen wie zuvor. Temperatur 32 


bis 33°. Ergebnisse in Tabelle VII. 


Tabelle VII. 





Nibr- Schicht-| Ober- Azidititswerte im Mittel aus 3 Ver-) Maximale Citronen- 
lésung hihe — flachen- Pa suchen bezogen auf 100 cem nach Tagen siiuremengen 
faktor (HCI) rtceaneetataatant Sanaa 
ecm em 14 16 18 20 22 24 g 0/5 
250 1,3 1 801 1054 1260 1441 1545, — 27 72 
500 | 2,3 0,5 | 6 880 1080 1277 1481 1644 — 54 72 
750 3,3 0,33 | (n/1000) 606*) 979 979 1269 12841292 69 61 
1000 |) 4,8 0,25 407* 655 636 986 928) — 65,5 43,7 
250 1,3 I | 46 1078 12241352 14731412 — 258 68,7 
500-23 0,5 1 iggy 925 1014 1176 1359 1388 1416 49,6 66 
750 33 0,88 | (881 826 742 602 396 — 436 38,8 
250 | 1,3 1 ) 6 892 150017491872 — — 32,7 87,3 
500 2,3 0,5 | (0/1000) 1140 165317471882 — -- 64,1 85,5 


* Bei diesen Versuchen bildeten sich iiberall vom 12. Tag an schleimige Flecken an der 
Oberfliche der Pilzdecken (es handelte sich dabei um Pilzstirke, wie die Blaufiirbung mit 
Jod zeigte). 


5. Variation der Zuckerkonzentration, der Temperatur 
und des pu-Wertes. 

In Versuchsreithe 353 kamen je 100 cem Nahrlésung mit verschiedenen 
Zuckerkonzentrationen (Nahrsalzmenge gleichbleibend mit n/1000 Salz- 
siiure) bei verschiedenen Temperaturen zur Anwendung. Im_ iibrigen 
iibliche Versuchsanordnung. — In Versuchsrethe 37 wurden je 500 cem 
Nahrlésung bei 28 bis 29° vergoren. Variierung der Zuckerkonzentration 
und des py-Wertes (Zusatz von leem n/10 Salzsiure bzw. Zusatz von 
leem 2n Salzséure). Ergebnisse in Tabelle VIII. 


Tabelle VIII. 





Fliissig- Aziditait im Mittel aus 3 Versuchen  Maximale Citronen- 





pot er i. fone bezogen auf 100 cem in Tagen siuremengen 
cem oC tration "14 | 16 | 18 | 2 | 22 | 26 g 0/, 
15 1012, 933) 756 — = — — 7,1 47,4 

33,5 17,5 ' 16991626 — — | — | - 11,9 68 
20 1544 17971812; — 1818) — 12.7 63,6 


15 1190 1092, 980 — — — 8,3 55 
17,5 180818331677 —_ - — 12,8 73,4 
20 1448 1799 1943 — 20111909 14,1 70,5 


6 


29 
100 32,5 | (1/1000) 


15 | 1346/1852/1228) - | —|— | 95 638 

30 17,5 193219941854 — — — 14 80 

20 1745 18811969 — 21132088 14,8 74 

6 17,5  — 1682'1702178617791715 62.5 | 714 

sop 9g5 0/1000) 20° — 1899) 1848/2060 2088 2073 72.9 72,9 
net bays 46 17,5 -— |1560 1625/1722'17421706) 61 70 
(n/50) 20  — 1688 16981879 19641992 69,7 69,7 
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Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Es werden Methoden zur Aufziichtung der Pilze und zur Re- 
generierung des Saurebildungsvermégens ,,degenerierter*’ Kalturen 
beschrieben. 

2. Versuche mit Mischkulturen zeigten, da} die Aziditatswerte fast 
immer etwa zwischen denen der beiden Einzelkulturen liegen. 

3. Als giinstigste Zuckerkonzentration fiir die Citronenséuregarung 
in erster Kulturfliissigkeit wurde 17,5 bis 20°, ermittelt. Die Ausbeute 
an Citronenséure betrug dabei etwa 70°, des angewendeten Zuckers. 

4. In Versuchen mit 500 ccm Nahrlésung (in Houle-Kolben) be- 
wahrte sich eine Schichthéhe von 2,3 cm sehr gut (Ausbeute etwa 70 °,), 
in einer Schichthéhe von 3,3 cm war die Citronenséureausbeute bereits 
geringer (gegen 60°). 

5. Die Ermittlung der Variationsbreite der Versuche ergab 
Schwankungen von etwa 20°: in manchen Versuchen betrug dabei die 
maximale Citronensaéureausbeute tiber 80°, des angewendeten Zuckers. 

6. Es wurde ferner die Bedeutung verschiedener Glassorten, des 
Sporenalters, der Art der Bereitung der Nahrlésungen fiir die Citronen- 
siurebildung festgestellt. 








Uber die Bildung 
(-vitamin-ihnlicher Substanzen durch Pilze und Bakterien. I. 
Von 
Konrad Bernhauer, Bruno Gérlich und Emil Kocher. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
Deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 20, April 1936.) 


Bei der Einwirkung von Aspergillus niger auf Rohrzuckerlosungen 
wurde die Bildung einer Substanz beobachtet, die 2, 6-Dichlorphenol- 
indophenol wie auch Jod in saurer Lésung reduziert!. Dieses Verhalten 
ist bekanntlich fiir die 1-Ascorbinséure wie auch andere reduktonartige 
Stoffe charakteristisch. Ferner zeigen dieses Verhalten auch das Gluta- 
thion und verwandte Substanzen. Nach Dewjatnin und Doroschenka* 
werden nun die meisten reduzierenden Fremdstoffe durch Fallung mit 
Bleiacetat in Gegenwart von Calciumcarbonat beseitigt. Auch nach 
Durchfiihrung dieser Operation blieb das Reduktionsvermégen der 
untersuchten Kulturlésungen stets erhalten, wenn auch der Re- 
duktionswert auf etwa 3/, bis #/; des urspriinglichen vermindert 
wurde. Man kann daher mit einiger Wahrscheinlichkeit schlieBen, 
daB es sich bei der in den Kulturfliissigkeiten auftretenden redu- 
zierenden Substanz um einen ascorbinséureaéhnlichen Kérper handeln 
mag. Die weiteren Untersuchungen sollen zeigen, wie weit dieser 
SchluB berechtigt ist. 

Uber die Bildung von C-Vitamin durch Schimmelpilze scheinen bisher 
noch keine Untersuchungen vorzuliegen, ebensowenig tiber das Vermégen zur 
Bildung des C-Vitamins durch andere Mikroorganismen; es liegt lediglich 
eine Notiz von S. Hermann und N. Fodor® vor, in der iiber das Auftreten 
einer reduzierenden Substanz bei der Einwirkung von ,,Kkombucha" (einer 
Symbiose einiger Essigbakterien und Hefen) auf Glucose und Rohrzucker 
berichtet wird; zugleich suchten die genannten Autoren mit Hilfe von Tier- 
versuchen wahrscheinlich zu machen, daB es sich dabei um C-Vitamin 





1 Die ersten diesbeziiglichen Beobachtungen machten wir bereits 
Anfang 1933, als wir (mit F. Fischl) gelegentlich der polarographischen 
Untersuchung von Kulturfliissigkeiten (mittels des Polarographen von 
Heyrovsky) feststellten, daB eine stark sauerstoffabsorbierende Substanz 
vorhanden sein miisse. — Eine vergleichende Untersuchung unserer Asper- 
gillus niger-Stémme im Hinblick auf ihr Vermégen zur Bildung einer 
2, 6-Dichlorphenol-indophenol reduzierenden Substanz erfolgte bereits im 
Sommersemester 1933 (mit K. Otto). Aus auBeren Griinden konnte damals 
die Untersuchung nicht weiter fortgesetzt werden. — ? Diese Zeitschr. 270, 
118, 1935. % Ebenda 276, 323, 1935. 
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handelt. Im iibrigen haben wir nur noch eine Angabe vorgefunden', der- 
zufolge C-Vitamin im Garungsessig in Tierversuchen nicht nachweisbar war. 

Ferner berichteten Raistrick und Mitarbeiter? tiber die Bildung von 
Derivaten der 7-Methyltetronsaiure (Carol- und Carolinsiéiure), sowie der 
y-Tetronyl-essigsaure (Carlsiure und Carlossaiure) als Stoffwechselprodukte 
des Pen. Charlesi; dieselben zeigen strukturelle Analogien mit der Ascorbin- 
siure. Ob eventuell eine dieser Saéuren fiir das Reduktionsvermégen in 
unseren Versuchen verantwortlich zu machen ist, miissen erst die weiteren 
Untersuchungen zeigen. 

In der vorliegenden Untersuchung beschaftigten wir uns mit der 
Aufklarung einiger fiir die Bildung des betreffenden reduzierenden 
Stoffes maBgebender Faktoren, um zunachst die giinstigsten Bedin- 
gungen fiir die Anhéufung der betreffenden Substanz aufzufinden und 
sodann die Isolierung des Stoffes in Angriff zu nehmen. Dabei wurden 
folgende Ergebnisse erzielt: 

1. Zuckerkonzentration. Es zeigte sich, daB die betreffende Substanz 
vor allem bei hohen Zuckerkonzentrationen gebildet wird, und zwar 
stieg die Menge an reduzierender Substanz in Abhangigkeit von der 
Zuckerkonzentration folgendermaBen an: 


Zuckerkonzentration ........ 2,5 5 10 15 20 % 
Maximalwerte an reduzierter Substanz, 

in 100cem (berechnet als Ascorbin- 

ON ea a ee ae a Terme! 2,8 4,7 6,7 8,1 mg 


Die Héchstwerte wurden stets zwischen dem 15. und 25. Tag erreicht, 
sodann fand in der Regel ein Absinken statt. 

2. pu- Wert, Aziditat, Sdurebildung durch den Pilz. In Gegenwart von 
Calciumearbonat wurden geringere Mengen an reduzierender Substanz 
gebildet als in saurer Lésung, und zwar betrug der Wert auch bei ver- 
schiedenen Zuckerkonzentrationen stets etwa */, des in saurer Lésung 
erhaltenen. Auch Zuckerversuche unter Zusatz von Citronenséure 
zeigten eine gewisse Beziehung der Bildung der reduzierenden Substanz 
zur vorhandenen Menge an freier Saéure; in LO °,iger Zuckerlésung konnte 
folgende Abhangigkeit von der Citronenséurekonzentration beobachtet 
werden: 

Uitronenehare 3c. 6 kode wo ae OS 7,5 10% 

Maximalwerte an reduzierter Substanz 

in 100 ecem (berechnet als Ascorbin- 

SO Ho es Se Bee 4 hae 4,0 4,9 5,3 mg 
Versuche bei verschiedenem pu (eingestellt durch Zusatz von Salzsaure) 
ergaben als geeignetsten Ausgangs-pxu-Wert 2,8 bis 3. 


1 Krizenecky u. Nevalonny), Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. Genub- 
mittel 66, 278, 1933. 2 Clutte rbuck, Haworth, Raistrick. Smith u. Stacey, 
Biochem. Il. 28, 94, 1934; Clutterbuck, Raistrick u. Reuter, ebenda 29, 
300, 871, 1935: vel. auch Clutterbuck, Tl. Soe. chem. Ind. 55, 58T, 1936. 
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3. Art des Pilzstammes. Die Versuche iiber den EinfluB der Aziditat 


und des px-Wertes fiihrten zur Vermutung, daB unter den Pilzen vor 


allem gute Saurebildner zur Bildung des reduzierenden Kérpers ge- 
eignet waren, denn bekanntlich findet sich C-Vitamin auch vor allem in 
stark sauren Pflanzensaften besonders reichlich (Sauerampfer, Citronen 
usw.). Vergleichende Versuche mit verschiedenen Pilzstémmen zeigten 
jedoch, daB kein direkter Zusammenhang mit der Saurebildung fest- 
stellbar ist, indem gerade ein sehr schlechter Saéurebildner (St. VII, der 
allerdings friiher recht gut Saure zu bilden vermochte) annahernd die 
gleichen Werte gab, wie ein vortrefflicher Saurebildner (St. XXV). 
Andererseits ist aber auch ersichtlich, daB Pilze mit relativ gutem Ver- 
mégen zur Bildung der reduzierenden Substanz (XX, XXIV) zugleich 
auch relativ gute Saurebildner sind, wie aus den folgenden Werten 
hervorgeht: 





Pilzstamm: VII IX XX XXIV XX\ 


Hoéchstwerte der Aziditat (n 10 Lauge) 


i SOO Com . kkk kw ee OM 80 210 1100 950 1900 
Hochstwerte an .Ascorbinsiure“ in 
Pep eee se B= Legian. oe ie 3,1 1,9 8,1 6,2 8.1 


1. Art der C-Quelle. Vergleichende Versuche mit verschiedenen 
Zuckerarten ergaben eine wesentliche Uberlegenheit des Rohrzuckers 
hinsichtlich der Bildung der reduzierenden Substanz. Die dabei er- 
haltenen Maximalwerte an ,,Ascorbinséure’ waren bei den verschiedenen 
Zuckerarten folgende (pro 100 cem Nahrlésung): 


Aldohexosen Ketohexosen Disaccharide 
Glucose... 4,9mg Fructose 6,7 mg Rohrzucker . . 9,3 mg 
Mannose. . 3,2 ,, Sorbose. . . 5.3 ., Milehzucker . . 4.4 ,, 
Galaktose . . 3,5 ,, 


Vergleich von Zuckeralkoholen und Inosit (wie oben): 
Sorbit . . 7,0  Mannit . . 1,8 Imnosit . . 10,2.) Glycerin. . 13,9 
Vergleich einiger Ca-Salze von Zuckercarbonsauren: 
Ca-Gluconat. . . 1,0 Ca-Galaktonat . . 0,9 
Ca-Mannoat. . . 0.9 Ca-5-Ketogluconat 1,4 
Die héchsten Werte gaben demnach Rohrzucker, Sorbit, Inosit und 
Glycerin. Eine nahere Interpretation dieser Befunde eriibrigt sich vor- 
laufig, solange noch keine endgiiltigen Beweise fiir die Art der redu- 
zierenden Substanz erbracht sind. 
In diesem Zusammenhang erscheint jedoch von Interesse, da®B gemaB 


der von Peter P. T. Sah! entwickelten hypothetischen Vorstellung Inosit 
nach seiner ,,Umlagerung*: in |-Glucose oder |-Sorbose oder 1-Galaktose als 


' Chem. Centralbl. 1984, I, 3762. 
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Ausgangskorper fiir die biologische Bildung des C-Vitamins in Frage kommen 
kénnte. — Andererseits erwies sich in Versuchen von S. N. Ray! besonders 
Mannose als geeigneter Ausgangskérper zur Bildung von C-Vitamin durch 
isoherte, kiinstlich (in Nahrgelatine mit C-Quellen) keimende Erbsen- 
keimlinge. Auch nach Guha und Gosh? soll Mannose zur Bildung des C-Vita- 
mins durch Enzyme tierischer Organe oder bei der Injektion befahigt sein. 
Nack v. Euler, Gartz und Malmberg® haben sich allerdings die Befunde der 
genannten Autoren tiber die Umwandlung von Mannose in C-Vitamin 
in vitro nicht reproduzieren lassen. Vgl. auch die Versuche von Hirendra, 
Nath Banerjee’ sowie Bezssinoff® iiber die C-Vitamin-Synthese aus 
Mannose durch den Fétus und Saugling. 


Beschreibung der Versuche. 


Die Durchfiihrung der Versuche ertolgte in iiblicher Weise, und zwar 
je 100 cem Nahrlésung (enthaltend 0,2°, Ammoniumnitrat, 0,1 °,, Kalium- 
dihydrophosphat, 0,025°, Magnesiumsulfat und C-Quelle) in 300 c¢em 
fassenden Erlenmeyer-Kolben. Impfung nach dem Sterilisieren mittels 
Sporensuspension (von Wiirzeagarkulturen in Proberéhren); pro Kolben 
2cem Suspension. Entwicklung der Pilze bei 34°, vom 5. Tage an bei 28°. 
Alle 5 Tage wurden Proben entnommen (5 bis 10 cem) und das Reduktions- 
vermégen in diesen bestimmt. Es wurden stets einige (meist drei bis vier) 
Parallelversuche durchgetiihrt; in den unten folgenden Tabellen sind die 
Mittelwerte angefiihrt. 

Die Bestimmung des Reduktionsvermégens erfolgte durch Titration 
mittels einer m/1000 2,6-Dichlorphenol-Indophenol-Lésung in der iiblichen 
Weise: je 10 cem der Kulturlésung mit 5 cem 80°, iger Essigsiure versetzt 
und direkt titriert. Die Titerstellung erfolgte anfangs mit .Wohrschem Salz, 
spiater mittels 1l-Ascorbinséure®. 1 cem m/1000 2, 6-Dichlorphenol-Indo- 
phenol entspricht 0,088 mg Ascorbinsiure. 


Tabelle I. 





CaCO, —- Titrationswerte in cem m/1000 Farbstofflisung a 
: fiir 100eem Lésung am ae 
& pro tration oe Re eS CARE ty tte siure (ber.) 
Versuch 6}, 5. Tage 10. Tage 15. Tage 20. Tage 25. Tage mg 
2,5 10 15 18 12 6 1,6 
5 12 25 32 28 20 2.8 
0 10 20 40 595) 50 45 4.8 
| 15 32 52 65 75 78 6,8 
20 44 60 86 92 92 8,1 
0.5 2.5 — 6 9 12 10 1,1 
1 5 - 12 18 22 20 1,9 
2 10 — 25 30 35 30 eS 
3 15 30 38 4? 40 3,6 
4 20 _- 42 50 5S 60 5,2 
' Biochem. J. 28, 994, 1934. * Nature 134, 739; 135, 234, 1935: 
Courrent Sci. 2, 390, 1934. % Diese Zeitschr. 282, 399, 1935. 
* Courrent Sei. 38, 355, 1935. 5 C. r. Soe. Biol. 118, 56, 1935. — ° riz 


die Uberlassung des Praparates sowie des 2, 6-Dichlorphenol-Indophenol 
danken wir der Hoffmann-La Roche A.-G., Baset. 
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Versuchsrethe 3. Untersuchung der Bildung der reduzierenden Sub 
stanz in Abhangigkeit von der Zuckerkonzentration. Ergebnisse vgl. in 
Tabelle L. 

Versuchsrethe 4. Analog der vorhergehenden, aber in Gegenwart von 
Calciumearbonat. Ergebnisse vgl. in Tabelle I. 

Versuchsrethe 5. Versuche mit je 10°, Zucker unter Zusatz verschie- 
dener Mengen Citronensaéure. Ergebnisse in Tabelle II. 


Tabelle LI. 





Citronensa&ure in °/9: 2, 5 1,5 
10. Tage 38 40 

Titrationswerte in ecm Farbstoff BB! 35 45 57 
fiir 100cem Lésung am BO: 42 44 55 

ap: s 36 38 50 


Maximalmenge an Ascorbinséure (ber.) in mg. . 3,7 40; 49 
Versuchsrethe 6. EinfluB des py-Wertes auf die Bildung der redu- 
zierenden Substanz. Einstellung des py durch Zusatz von 2 n Salzséure. 


Nahrlésung mit 20°, Zucker. Ergebnisse vgl. in Tabelle ITI. 


Tabelle III. 





cem m/1000 Farbstofflésung Ascorbin- aalutas Ramis 
am siure- am 
H Cl-Zusatz ee eee Sa Oe sions 


(2n) : > werte 
(ber.) 


mg 


850 950 800 
1150 1305 1225 
1090 1255 1350 

850 965 830 

710 805 860 


28—3 ( 
2,.4—2.6 : 90 
2,.2—2,4 I 36 2 | | 72 
2 —2,2 2 16 d 50 «48 


5,8 0 é 84 
1 
1 


), | 86 | 92 


- Onis) 
Orn 1 po 


~ 


Versuchsreihe 7. Untersuchung der Abhangigkeit der Bildung der 
reduzierenden Substanz von der Art des Pilzes. Nahrlésung mit 20°, Zucker, 
Zusatz von 0,5cem 2n HCl pro 100cem. Ergebnisse vgl. in Tabelle IV. 


Tabelle IV. 





ecm m/1000 Farbstofflésung Ascorbin- Aziditét (cem n/10 Lauge) 
am 


am séure- 

aia he La Hes ay ae ame Maximal- 
& werte 
oa 2 : . (ber.) 


Pilzstamm 


mg 


1) 
190 
1100. 
950 
1400 
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Versuchsreihe 8. Vergleich verschiedener C-Quellen in 15 °.iger Lésung. 
Zusatz von 0,5ceem 2n HC! pro LOO cem (py 2,8 bis 3). Ergebnisse in 
Tabelle V. 


Versuchsrethe 9. Vergleich weiterer C-Quellen in 15°,iger Lésung 
5- 


(Ca-Gluconat und Ca-5-Ketogluconat waren dabei teilweise abgeschieden 
und gingen nur allmahlich in Lésung). Ergebnisse vgl. in Tabelle V. 


Tabelle V. 





Aziditat 
(ccm n 10 Lauge) 
Mreal- am 
C-Quelle - = . : entwick- 
lung 


cem m 100) Farbstoff- 
lisung am 


10, Tage 
0. Tage 


Glucose .... f 5 5 4 ‘ 305 410 
Fructose... . 2 z : D, 5 140 145 
Sorbose .... 5 35 5: 3E 40 35 
Mannose .... 25 Vv Aw 3. ‘ 75 105 160 265 
Galaktose . : 35 630 
Sorbit 215 270 32 
Mannit . 45 55 
Glycerin 40 40 
Rohrzucker . 310 390 5 
OS See ) 2 sehr gut 30 45 
Milehzucker . . , gut - 25 30 
Ca-Galaktonat. . , schlecht -- 
Ca-Mannoat. . . ) ), — 
Ca-Gluconat . . - $8 2 : sehr gut 
Ca-5-ketogluconat - g ; 1.4  sehlecht 


TwIe 
wr 


bo PO 9.19 PO 
mw to ey 
Vror 


wo 
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Uber Vitaminbildung durch Aspergillus oryzae. 
Von 
A. Seheunert und M. Schieblich. 
(Aus dem Vet.-Physiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Eingegangen am 21, April 1936.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Im Jahre 1923 wurde erstmalig die Bildung von Vitamin B durch 
auf vitamin-B-freien Nahrbéden geziichtete Bakterien nachgewiesen. 
Zunachst erfolgte dies fiir den als Angehérigen der Magendarmflora 
insbesondere der Pflanzenfresser weitverbreiteten Bac. vulgatus (Scheu- 
nert und Schieblich'), fast gleichzeitig fiir den Pfeifferschen Bazillus 
und Bac. timothy durch Damon? und fiir Bact. coli durch Kuroya und 
Hosoya*. In der Folgezeit wurden die gleichen synthetischen Fahigkeiten 
bei zahlreichen anderen pflanzlichen Mikroorganismen dargetan (Damon 4, 
Scheunert und Schieblich®, Sunderlin und Werkman®, Bechdel, Honey- 
well, Dutcher und Knutsen?, Schieblich*®", Guha®, Reichelt™). 


Von Schieblich 8.10 wurde die Methodik in der Weise erfolgreich abgeandert, 
da8 zur Zucht der zu priifenden pflanzlichen Mikroorganismen nicht mehr 
reine Nahrlésungen, sondern Nahrbéden verwendet wurden, die in ihrer 
Zusammensetzung der vitamin-B-freien Nahrung entsprechen, die zu 
Vitaminversuchen an Ratten gebrauchlich ist. Dies eréffnete die Méglich- 
keit, auch Schimmelpilzarten in gr6Berem Umfang zu ziichten, wobei 
zunichst Aspergillus oryzae unser Interesse erregte. Daf dieser Pilz 
Vitamin B enthalt, haben bereits 1929 Takata’? und Takahashi und Shoku ® 
gezeigt. Der Pilz erschien also von vornherein als zu solchen Arbeiten 


geeignet. Infolge des langsamen Fortschreitens unserer Versuche sind in- 
zwischen weitere und grundlegende Untersuchungen tiber Vitamin-B- Bildung 


' 4A. Scheunert u. M. Schieblich, diese Zeitschr. 139, 57, 1923. 2S. R. 
Damon, J. of biol. Chem. 56, 895, 1923. —- °* M. Kuroya u. S. Hosoya, 
Scientific reports from the government institute for infectious diseases 2, 
287, Tokyo 1923; Transact. of the 6. congr. of the Far Eastern assoc. of 
trop. med. Tokyo 2, 735, 1926. — 4S. R. Damon, J. of pathol. and bacteriol. 
27, 163, 1924. —- © A. Scheunert u. M. Schieblich, Ann. d. Chem. 453, 249, 
1927; diese Zeitschr. 184, 58, 1927. ®G. Sunderlin u. C.H. Werkman, 
J. of Bacteriol. 16, 17, 1928. 7 S.I. Bechdel, H. E. Honeywell, R.A. 
Dutcher u. H. M. Knutsen, J. of biol. Chem. S@, 231, 1928. —- 8 M. Schieblich, 
diese Zeitschr. 207, 458, 1929; 220, 394, 1930; 225, 212, 1930; 233, 371, 
1931. ® B.C. Guha, Indian J. med. Res. 19, 977, 1932. 10M. Schieblich, 
diese Zeitschr. 259, 19, 1933. WU kb. Reichelt, Monatsschr. f. Kinderheilkde. 
63, 138, 1935.  R. Takata, J. Soc. Chem. Ind. Japan 82, 1555, 
1929. 8B. Takahashi u. R. K. Shoku, J. Agr. Chem. Soc. Japan 4, 


697, 1929. 
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durch Aspergillaceen bekannt geworden. Skinner, Peterson und Steenbock? 
untersuchten den Nahrwert von Pilzmycel, wobei sie auch A. oryzae, vor 
allem aber A. fischeri und A. sydowi verwandten. Die beiden zuletzt ge- 
nannten Aspergillaceen wurden auf anorganischem Medium mit Glucose- 
zusatz geziichtet und auf Vitamin B gepriift. Um Polyneuritis zu ver- 
hindern und Wachstum zu unterhalten, mu die Kost 20% getrocknetes 
Mycel enthalten. Ein 5 °,iger Anteil geniigte hierzu nicht. Uber die Bildung 
von Vitamin B, durch A. niger berichten Fawns und Jung*. Das Vitamin 
war vor allem in den Conidien, hingegen nur in geringer Menge im Mycel 
und im Nahrboden zugegen. Den Gehalt des Mycels von A. sydowi an den 
Vitaminen B, G und B, untersuchten dann weiter Gorcica, Peterson und 
Steenbock*®, wobei eine Nahrlosung, die als organischen Nahrstoff Glucose 
enthielt, verwendet wurde. Die Untersuchungen ergaben bei einem Gehalt 
von 20%, Schimmelpilzmycel in der Kost, das ist 1,5 g pro Tag und Ratte, 
ein gutes Wachstum, so da auf geniigend Vitamin B geschlossen werden 
konnte. 10°, gestatteten zwar Wachstum, doch wurde Abnahme des 
Appetits der Tiere beobachtet. Auch an Kiiken wurde der Gehalt an den 
genannten Vitaminen bestiatigt. 

Methodik. Bei unseren Untersuchungen gingen wir von unserem 
vitaminfreien Nahrstoffgemisch aus, das aus 200g Casein, 600g Starke, 
50g Salzgemisch und 70g Palmin besteht. Das Casein wurde zuniachst 
mit Trichlorathylen 6 Stunden gekocht, abgesaugt, getrocknet, dann 
dreimal je 6 Stunden mit 94,6 °jigem Alkohol und nach Absaugen schlieBlich 
dreimal je 6 Stunden mit Wasser erhitzt, dann abgesaugt und getrocknet. 
Die Starke (Maispuderstirke) wurde durch sechsstiindiges Kochen mit 
94,6°% igem Alkohol gereinigt, das Palmin unter Durchliiftung 8 Stunden 
bei 150 bis 160° gehalten. Als Salzgemisch wurde Nr. 185 von Me Collum 
und Davis, erganzt durch Spuren KJ und MnSOQO,, verwendet. Dieses 
Gemisch fiihrt, mit Lebertran erganzt, an junge Ratten verfiittert, nach etwa 
3 bis 4 Wochen zu schwersten Vitamin B-Mangelerscheinungen, ist also 
sicher vitamin-B-frei. Da die Ziichtung groBber Pilzmycelmengen mit den 
Hilfsmitteln unseres Laboratoriums nicht ohne Schwierigkeiten bewiltigt 
werden konnte, haben wir uns an das Luitpold-Werk, Miinchen, gewendet, 
dessen wissenschaftliche Abteilung die Liebenswiirdigkeit hatte, die Ziichtung 
fiir uns in grobem Ausmafe durchzufiihren. 100g der vitaminfreien Kost 
wurden dabei mit 2,5 Liter Wasser und 3g eines anorganischen Nahrsalz- 
gemisches versetzt, das NH,-, Na-, K-, Ca- und Mg-Salze enthielt. Der Pilz 
wurde in geschlossenen GefaBen bei 25° geziichtet. Er durchwuchs den 
Nahrboden ganzlich und veratmete einen Teil desselben. Die gewachsenen 
und bei 30° getrockneten Kulturen bestanden zu reichlich 50°, aus Pilz- 
masse (Mycel und Sporen). Der mengenmalbige Anteil wechselte etwas bei 
den einzelnen Ziichtungen und konnte nicht genau ermittelt werden. 


Die Untersuchung erstreckte sich auf die Vitamine A, B, und B, (@). 


1. Priifung auf Vitamin A. 


Die griinliche Farbung des Pilzmaterials lieB eine Untersuchung 
auf Vitamin-A-Wirkung angezeigt erscheinen. Dazu wurden vier junge 


1 J.T. Skinner, W. H. Peterson u. H. Steenbock, diese Zeitsehr. 267, 
169, 1933. — 2 H. Th. Fawns u. A. Jung, Biochem. J. 27, 918, 1933. 
— * H.J.Gorcica, W.H. Peterson u. H. Steenbock, J. Nutrit. 9, 691, 1935. 
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Ratten mit vitamin-A-freier Kost so lange ernahrt, bis Wachstums- 


stillstand und Gewichtsverlust sowie Keratomalacie eingetreten waren. 

Die Kost bestand aus denselben Bestandteilen, wie oben ausgefiihrt, 

doch waren diese durch Vitamin D (Vigantol) und 5°, Trockenhefe zur 

Vitamin-B-Zufuhr ergainzt worden. Nach Eintritt der Mangelerscheinungen 

(Keratomalacie-K) wurde tiglich 0,5 g Pilzkulturmasse pro Ratte verab- 

reicht. 

Die Kurven (Abb. 1) zeigen den 

Verlauf. Alle vier Ratten nahmen 

weiter an Gewicht ab und_ starben 

innerhalb 20 Tagen an Vitamin-A- 

| Mangel, wie auch die Sektion bewies. 

Demnach vermag Aspergillus oryzae 

Vitamin A oder seine Vorstufe Carotin 
nicht zu bilden. 


IYEYS 4 


2. Priifung auf Vitamin B,. 


Methodik. Zur Vitamin-B,-Ermitt- 
| lung gingen wir in bekannter Weise so 
| vor, daB wir Junge wachsende Ratten im 
| Gewicht von 55g mit vitamin-B,-freier 
| Kost, die aus 168 g Casein, 552 g Starke, 
er eee s ave) 50 g Salzgemisch, 70g Palmin, 80g Leber- 
Abb. 1. tran, 80g Trockenhefe (5 Stunden bei 
2 Atm. autoklaviert) bestand, so lange 
ernihrten, bis sie etwa 14 Tage keine Gewichtszunahmen mehr gezeigt 
hatten. Dann wurde ihnen die zu priifende Dosis taglich neben der vitamin- 
B,-freien Nahrung verabreicht. Um eine quantitative Bestimmung des 
Vitamin-B,-Gehalts zu ermdédglichen, wurde diejenige Zulagemenge er- 
mittelt, die wiahrend einer 35tagigen Versuchsperiode taglich verab- 
reicht, gerade geniigt, um zu verhindern, dafi die Tiere sterben oder an 
polyneuritischen Kriimpfen erkranken. Sie diirfen auch in dieser Zeit keine 
gréBere Gewichtsabnahme als 2 g gegentiber dem Gewicht bei Zulagebeginn 
erleiden. 





’ 
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Vorversuche zeigten uns, dai die gesuchte Zulagemenge 
zwischen 0,1 bis 0,4g liegen miisse. In einem Hauptversuch wurden 
dann an Gruppen von je zehn Tieren die Tagesdosen 0,1, 0,2 und 
0,4 g¢ gepriift. Wir geben dariiber im folgenden die Wachstumskurven 


(Abb. 2). 


Die gesuchte Grenzdosis ist dann gefunden, wenn mindestens acht 
von zehn Tieren den oben angegebenen Bedingungen des Versuchs 
geniigen. Dies ist, wie aus den Kurven abzulesen ist, im vorliegenden 
Versuch bei der Dosis von 0,2 g taglich der Fall gewesen. 0,1 g tagliche 
Zulage geniigte bei weitem nicht; 0,2 g geniigten aber vollig. Man 
kénnte annehmen, daB man schon mit einer zwischen 0,1 und 0,2 g 
liegenden Dosis den gewiinschten Erfolg erzielt hatte. Im Hinblick auf 
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die beschrankte Menge am Schimmelpilzmaterial, die uns zur Verfiigung 
stand, wurde von einer solchen noch genaueren Auswertung abgesehen, 
die auch nicht notwendjg erschien, da ja nicht reine Schimmelpilzmasse 
geprift werden konnte, sondern ein’ Gemisch, das etwa zur Halfte aus 
Schimmelpilz bestand. Um den gefundenen Vitamin-B,-Gehalt quanti- 
tativ auszudriicken, muf ein Vergleich mit der Wirkung des inter- 
nationalen Standardpraparates durchgefiihrt werden. Es gelang dabei, 





Abb. 2. 


durch 0,6 internationale Einheiten den gleichen Erfolg zu erzielen, so daB 
also 0,2 g der Schimmelpilzkulturmasse die gleiche Vitamin-B,-Wirkung 
wie 0,6 internationale Einheiten ausiibten. 1 g davon entsprach somit 
3 internationalen Einheiten Vitamin B,. Fiir 1 g reinen A. oryzae wiirden 
sich unter Beriicksichtigung des Nahrbodenanteils in der untersuchten 
Substanz sogar etwa 6 internationale EKinheiten ergeben. Man erkennt 
hieraus die betrachtlichen synthetischen Fahigkeiten des A. oryzae zur 
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Bildung dieses Vitamins. Allerdings kommt der Vitamin-B,-Gehalt des 
A. oryzae bei weitem nicht an den der Hefe heran. 1 g Biertrockenhefe 
enthalt mindestens 60 internationale Einheiten. 


3. Prifung auf Vitamin B, (@). 


Methodik. Die Untersuchung auf Vitamin B, (G) ist zur Zeit methodisch 
unbefriedigend, nachdem erkannt worden ist, da die dem Vitamin B, (G) 
zugeschriebene Wirkung sicherlich mehreren Vitaminen zukommt. Da im 
Hinblick auf die Menge an Material, die zur Verfiigung stand, eine gewisse 
Beschrankung geboten war, begniigten wir uns damit, die wachstums- 
fordernde Wirkung des Schimmelpilzmycels nach der Methode von Sherman 
und Bourquin' zu bestimmen, wobei eine woéchentliche Durchschnitts- 
zunahme von 3 bis 4 g pro Ratte zugrunde gelegt wurde. Die vitamin-B, (%)- 
freie Kost bestand aus: 

200 g Casein, 70 ¢ Palmin, 
412,59 Starke, 80g Lebertran, 
187,5 ¢ B,-Starke, 50 g Salzgemisch. 

Zur Versorgung mit Vitamin B, wurde der von Bourquin beschriebene 
Weizenextrakt verwendet. 

Die Ergebnisse werden im folgenden unter Verzicht auf die Vor- 
versuche, bei denen mit weniger Tieren die ungefahre Lage ermittelt 


wurde, wiedergegeben. : ; 
brs Die gesuchte Dosis 


lag also zwischen 0,1 
' und 0,2 g. Es _ schien 
Vergneiehe | yay) aor Parsbeinitiche Zanabme nach dem Ergebnis der 

g sananies « Zulage von 0,1 g bereits 

01 10 997 eine geringe Erhohung 
0.2 10 8.33 auf 0,125 g geniigen zu 
miissen, um die gesuchte 
Grenze von 3 bis 4g wéchentlicher Zunahme zu erzielen. Leider war 
zu dieser Zeit das Schimmelpilzmaterial soweit aufgebraucht, daB der 
Versuch nicht mehr durchgefiihrt werden konnte, sondern eine neue 
Ziichtung vorgenommen werden muBte. Diese ergab mit 0,125 g, die 
wiederum in einer Gruppe von zehn Tieren gepriift wurde, aber 
bereits eine Zunahme von 7,33g. Der Vitamin-B,(G)-Gehalt des 
neuen Materials war somit offensichtlich héher als der der ersten 
Ziichtung, was auf einen gréBeren Anteil von Schimmelpilz im Kultur- 
material zuriickzufiihren sein diirfte. Immerhin zeigt der Versuch, 
daB der Vitamin-B,(G)-Komplex von A. oryzae auf vitamin-B-freien 
Néhrbéden synthetisiert werden kann und da die synthetischen 
Fahigkeiten fiir diese Vitaminwirkungen recht betrachtlich sind. Die 


Tabelle. 





' A. Bourquin, Diss. Columbia University New York 1929. 
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gleiche Gewichtszunahme wird, wie viele andere Untersuchungen 


unseres Laboratoriums zeigen, auch von 0,1 g Trockenhefe erzielt. 
Da nun das verfiitterte Pilzmaterial nur zu reichlich 50°, aus eigent- 
licher Pilzmasse bestand, muB man von A. oryzae annehmen, dab er 
von diesem Vitaminkomplex doppelt soviel wie Trockenhefe enthalt. 


Zusammenfassung. 


Auf dem zu Vitaminversuchen an wachsenden Ratten iiblichen 
vitaminfreien Nahrstoffgemisch wurde unter Verdiinnung mit Wasser 
und Erganzung durch Salze Aspergillus oryzae geziichtet und nach 
milder Trocknung das gesamte, reichlich 50°, Pilzmasse enthaltende 
Gemisch zum Vitaminversuch verwendet. 

Vitamin A war nicht vorhanden. Vitamin B, wurde in deutlichen 
Mengen gefunden, soda8 fiir je 1 g reiner Pilzmasse 6 internationale Vita- 
min-B,-Einheiten errechnet werden konnten. Der Vitamin-B, (G)- 
Komplex war reichlich vorhanden, etwa doppelt soviel wie in Trocken- 
hefe. A.oryzae vermag danach bei Ziichtung auf vitamin-B-freiem 
Nahrboden, Vitamin B, und den Vitamin-B,(G)-Komplex zu syntheti- 
sieren. 





Aktivierungen und Hemmungen an Apodehydrasen. 
Von 
Hans vy. Euler. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 20, April 1936.) 


Im AnschluB an Messungen iiber Glykolyse und Phosphatumsatz! 
wurde in vorhergehenden, zum Teil noch nicht veréffentlichten Unter- 
suchungen® die dehydrierende Wirkung studiert, welche in Extrakten 
von Muskeln und Gehirn zunéchst an den Eigensubstraten der be- 
treffenden Gewebe und ferner an einigen zugesetzten Sauren eintritt. 
Extrakte von Muskeln sowie von Gehirn enthalten Gemische von De- 
hydrasen, von welchen die meisten von Coenzymen abhangig sind, 
welche also ihre prosthetische Gruppe nicht fest gebunden in sich tragen, 
sondern mit ihr im Dissoziationsgleichgewicht stehen und als Apodehy- 
drasen bezeichnet werden kénnen. 

Die Coenzyme kénnen aus den Extrakten durch Dialyse schneller 
oder langsamer entfernt werden; wie groB der Anteil der Dehydrasen ist, 
welcher dabei seine Wirksamkeit verliert, hangt auch davon ab, welche 
Zeit zwischen dem Schlachten des Tieres und der Herstellung der Re- 
aktionslésung verstrichen ist. Durch Zusatz von reiner Co-Zymase kann 
die Geschwindigkeit der Entfarbung von Methylenblau wieder auf das 
den anwesenden Dehydrasenmengen entsprechende Maximum der 
Entfarbungsgeschwindigkeit gebracht werden. 

In den Dehydrasegemischen der Muskeln und Hirngewebe von 
tatte, Kaninchen und Meerschweinchen iiberwiegen je nach Alter und 
Ernahrung der Tiere Milchsiuredehydrase, Alkoholdehydrase, Bernstein- 
situredehydrase oder andere. Noch starker tritt dies hervor, wenn man 
im Thunberg-Versuch nicht mit Extrakten von Geweben, sondern mit 
Suspensionen von abgewogenen Gewebsmengen in Pufferlésungen 
arbeitet. Bei Skelettmuskeln ist in der Regel die Milchsauredehydrase 
vorherrschend. Insbesondere ist aber die grobe Menge Eigendonatoren 
der Muskeln bemerkenswert, welche sich aus den Gewebssuspensionen 
durch Dialyse nur schwer entfernen lassen und in einer unléslichen Form 
bzw. gebunden an unlésliche Zellbestandteile vorzuliegen scheinen ?. 


! Buler u. Giinther, Zeitschr. f. physiol. Chem. 235, 104, 1935; 239, 83, 
1936; Buler u. Vestin, Sv. Kem. Tidskr. 47, 231, 1935; Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 2387, 1, 1935. — ? Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12, Nr. 15, 1936. 

3 Auf diese Eigendonatoren ist auch A. Hahn (Zeitschr. f. Biol. 92, 
355, 1932) aufmerksam geworden. Es handelt sich zum Teil wohl um den 
besonderen, reduzierenden Zucker aus zelleigenem Glykogen (Euler, M yr- 
back u. Karlsson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 243, 1925). 
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Aktivierungen und Hemmungen an Apodehydrasen. 


Als Beispiel fiir einen solchen Dehydrierungsversuch sei der folgende 
angefiihrt : 

Mengen von 0,1 g Brustmuskel von Meérschweinchen in Thunberg- 
Roéhren mit 0,25 cem Phosphatpufferlésung, py 7,6, verrieben. Dann die 
iibrigen Komponenten der Reaktionsmischung zugesetzt und der Versuch 
sofort begonnen. Co-Zymaselésung 100Co/cem, gesamte Reaktions- 
mischung 2,5 cem. Mb-Loésung 1: 5000. 


Die Entfarbungszeiten sind Mittelwerte aus je vier Versuchen. 





Entfiirbungszeit in Min. 
Zusiitze gee er Sal tae ae j 
mit Co-Zymase ohne Co-Zymase 


OS SS ne ee ee ae ee 21 55 
0.5 eem 0.5 mol. Lactatlosung. . Bor ER. oy 13 38 
05 , O05 . Pamamilisung. ..... 30 66 
05 , 0,5 Bernsteinsaurelisung . . . 18 19 


” 


Hier ist bemerkenswert die Verzégerung der Entfarbung durch 
Fumarat, welche ich schon in friiheren Versuchen mit verschiedenen 
Muskeln gefunden habe. 

Eine viel starkere Dehydrierungswirkung wird unter den gewahlten 
Bedingungen beim 7'’hunberg-Versuch beobachtet, wenn man mit Brust- 
muskel der Taube arbeitet, welche offenbar nicht nur reich an Dehydrasen, 
sondern auch an Eigensubstraten und an Coenzymen ist!. Ein solcher 
Versuch mit frischer Taubenmuskulatur sei angefiihrt. 





Entfarbangszeit in Min. 


Zusiitze ot rey 
mit Co-Zymase ohne Co-Zymase 


CAN ON es el sk bee me RR a 10 1 
0.5 cem mol. Lactatlbsung .......~:. 5 1: 
0,5 , . Fumaratlosung . . re Ee 14 16 
O5 . » Malatlbsung ..... ; 4 1 


Man sieht, daB der Taubenmuskel Co-Zymasemengen (frei und ge- 
bunden) enthalt, welche zur Aktivierung ihrer Dehydrasen zum groben 
Teil ausreichen. 

Ahnliche Ergebnisse erhalt man bei Versuchen mit Gehirnsuspension 
(untersucht wurden Gehirne von Meerschweinchen, Ratten und 
Kaninchen), welche zum Vergleich zwischen normalen und avitamino- 
tischen Tieren angestellt wurden. Wir fiihren diese Versuche der Raum- 


ersparnis wegen hier nicht an; es sei nur erwahnt, da sich an den 
Gehirnextrakten die Fumarathemmung nicht deutlich bemerkbar 
machte. Von den zugesetzten Substraten waren Lactat und Malat die 


! Siehe hierzu auch Gézsy u. Szent-Gydrqyi, Zeitschr. f. physiol. Chem. 


224, 1, 1934. 
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wirksamsten, d.h. sie riefen (unter Co-Zymasezusatz) die gréBte Ent- 
farbungsgeschwindigkeit hervor. 

Die auffallendste Erscheinung ist die Aktivierung von Muskel- 
extrakt durch Gehirnextrakt, deren Ursachen noch nicht aufgeklart 
werden konnte. Es wurde versucht, die physiologisch interessante Akti- 
vierung am Modellversuch mit verschiedenen zugesetzten Stoffen zu 
studieren, und zwar wurden sowohl solche Stoffe benutzt, welche als 
Donatoren, wie auch solche, welche als Aktivatoren wirken konnten. 
Zu je 0,1 g Muskelsuspension bzw. Gehirnsuspension wurden zugesetzt : 


je 1 mg Arginin, Lysin, Histidin, Guanin und Adenin, 
je 0,01 und 0,05 mg Acetylcholin und Adrenalin. 


Von diesen Stoffen riefen Arginin und Histidin eine deutliche 
Reaktionsbeschleunigung (Verkiirzung der Entfarbungszeit von 32 Mi- 
nuten auf 22 bzw. 25 Minuten) hervor, wogegen mit Adrenalin (wie 
auch mit Chinon) eine starke Hemmung eintrat, auf die wir bald zuriick- 
kommen. 

Um uns iiber diese Effekte nahere Erfahrungen zu verschaffen, 
gingen wir zu Versuchen mit Extrakten iiber, wie sie Verfasser schon 


friiher angestellt hatte. 

Feinverteilte Herzmuskel von Kalb, gemahlen, mit Aceton verrieben 
und daraus ein Trockenpraiparat hergestellt, das sorgfaltig von Aceton 
befreit wurde. Das Trockenpraparat wird 12 Stunden lang mit Phosphat- 
pufferl6sung digeriert und dann der Extrakt durch Zentrifugieren vom 
Riickstand befreit. Zu jedem Versuch gereinigte Co-Zymase, 7,5 Co/cem. 

Die in der Spalte 3 der folgenden Tabelle angegebenen Zahlen sind 
wieder Mittelwerte, gewonnen aus je drei bis fiinf Einzelversuchen. 





, ‘ Entfarbungs- . Entfarbungs- 

Sub- Zugesetzter pare . Sub- Zugesetzter zeit ° 

strat Hemmungsstoff Mir strat Hemmungsstoff Min 
Min. Min. 


ES. 42 aS. Adenosin 
Lactat 5 t-Adenylsaure 
l'umarat - 7 Inosinsaure 
Arginin 20 2 Hefeadenylsiure 
Histidin — 33 Guanylsiure 

KS. Adenin 118 # 0,01 mg Acetylcholin 

. Guanin 88 0.05, 2 





Ohne Zusatz von Co-Zymase liegen die Entfarbungszeiten zwischen 
290 und 420 Minuten. Aus der letzten Zeile der Tabelle ist zu ersehen, 
daB Acetylcholin (in den oben angegebenen Konzentrationen) ohne 
deutliche Wirkung war. 

Aus der ersten Zeile der Tabelle geht hervor, daB auch hier dieser 
Extrakt ziemlich viel Eigensubstrate (ES.) enthielt. Lactat wird weit- 
gehend als Donator verwendet, ebenso Fumarat, welches also hier 
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keineswegs hemmt. Bemerkenswert ist noch die Tatsache, daB sich auch 
hier Arginin als Donator erweist, vermutlich unter Bildung von Kreatin. 

Von den hemmenden Substanzen interessieren uns _ besonder: 
Adenin, Adenosin, t-Adenylsdure, inaktivierte t-Adenylsaure und al- 
kalisch inaktivierte Co-Zymase. [Die alkalische Inaktivierung wurde 
durchgefiihrt mit n/400 NaOH in 10 Minuten langem Erhitzen in 
kochendem Wasserbad. Dabei geht, wie friiher gezeigt (Giinther, 
Vestin), die wasserstoffiibertragende Wirkung der Co-Zymase verloren, 
wahrend die phosphatiibertragende der Co-Zymase selbst oder eines 
Spaltproduktes erhalten bleibt. | 

Die hier erhaltenen Hemmungen entsprechen zum Teil den an 
anderem Enzymmaterial (Extrakt von Schweineherzmuskel) beob- 
achteten. 

Hemmungswirkungen von Purinderivaten einschl. Co-Enzymen, 
welche von Dixon und Thurlow!, Coombs und B. Andersson? an Schardinger- 
Enzym studiert und diskutiert worden sind, haben wir kiirzlich be- 
sprochen® auf Grund einiger Versuche mit Alkoholdehydrase. Unsere 
Versuche sind erweitert worden und es seien einige Serien hier angegeben. 


Versuche mit Alkoholdehydrase. 


Die Alkoholdehydrase aus Hefenextrakt*, gereinigt in der friiher be- 
schriebenen Weise (£. Adler), wurde in das Thunberg-Rohr in wasseriger 
Lésung eingefiillt (0,25 cem), erginzt mit 0,2cem Co-Zymase oder Co- 
Dehydrase II aus Hefe, ferner mit 0,2cem Flavinenzym und 0,25 ecm 
Phosphatpufferlosung (m/2). Die Zusaétze wurden in 0,25 cem Lésung 


zugegeben, im eae Pati 0,25 cem Wasser. Gesamtvolumen 2,5 cem. 


Substrat: Athylalkohol. Co-Zymase: ACo 400000, Co 50. 





Entfarbungszeit in Min. 





Zugesetzter Stott 
II Hl 


Ohne Zusatz . Sct Jae ab mies, an ean 

t-Adenylsaure .. . Rear cat Sar Se 2 28 
eo inaktiviert bei PH 
Adenosintriphosphorsaure eae 
Hefeadenylsiure . . PR a ar ‘ 30 
Hefeadenylsaure, 30’ bei Pa: ~ 10 behandelt 30 
Inaktivierte Co-Zymase. ........ 34 
CO Ee a een a a ee 35 50 
MEERA ot ee eh bw ae aed od if 28 
Adrenalin Me hoon ah cone CTCL es 23 
ROMIMEEIUNES Posse gi a st Sa teow ca 40 42 16 

1 Dixon u. Thurlow, Biochem. J. 19, 671, 1925; Coombs, ebenda 21, 

1259, 1927; siehe auch Wieland u. Rosenfeld, Liebigs Ann. 477, 32, 1929. 
— # B. Andersson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 235, 217, 1935. — * Sv. 
Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12, Nr. 15, 1936. —- 4 D. Miiller, diese Zeitschr. 
268, 152, 1934; Euler u. Adler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 226, 195, 1934. 
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An Adenin, dessen Hemmungswirkung relativ hoch ist, wurde eine 
Versuchsreihe mit steigender Konzentration dieses Stoffes angestellt, 
wobei sich ergab, daB in einer Reaktionsmischung, die 0,25 mg Co- 
Zymase enthielt, bereits durch 0,50mg Adenin das Maximum der 
Hemmung erreicht war. 

Im untersuchten Bereich erwies sich die Hemmungswirkung des 
Adenins um so groper, je kleiner die Dehydrasekonzentration gewahlt 
wurde. 

In einer vorhergehenden Mitteilung war die Vermutung aus- 
gesprochen worden, daB die Hemmungswirkung einiger in obiger Ta- 
belle erwahnter Stoffe an die Anwesenheit einer freien Aminogruppe ge- 
bunden sei. Die Annahme lag nahe, da die Hemmung in einer Ver- 
drangung der Co-Zymase durch andere Stoffe besteht, welche vermittelst 
gleichartiger Gruppenkombination an die Apodehydrase gebunden 
werden: damit sind aber die oben erwahnten neuen Ergebnisse an Al- 
koholdehydrase schwer zu vereinbaren. AuBerdem hat sich dabei 
gezeigt, daB auch Purinderivate, wie Hypoxanthin, Xanthin, Uracil, 
welche keine NH,-Gruppe enthalten, stark hemmen. 

Die groBen Unregelmabigkeiten, welche bei den Hemmungs- 
versuchen mit Alkoholdehydrase eintreten, haben sich noch nicht auf- 
klaren lassen. Die Wirkung zugesetzten Glutathions ist gering, was in 


Hinsicht auf Katalysen durch Schwertmetalle! (Cu, Fe, Zn), die von 
Co-Zymase und verwandten Stoffen stark gebunden werden, festge- 


stellt wurde. 

Uber die Arten der beobachteten Hemmungswirkungen sollen 
einstweilen keine Vermutungen geauBert werden. Ob sie an der wasser- 
stoffiibertragenden Gruppe der Co-Zymase (am Nicotinsdéureamidrest) 
einsetzen, soll weiter untersacht werden. 

1 Vergl. Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11A, Nr. 12, 1933; so- 
wie Euler u. Adler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 232, 10 u. zwar 24, 1934/35. 





Untersuchungen jiber die Abhingigkeit der Adrenalinwirkung 
von physiologischen Variablen. 
Von 
Pablo de La Pena (Madrid). 
{Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern. | 


(Eingegangen am 6, April 1936.) 
ges { I 


Die Wirkungen einer Injektion von Adrenalin sind an und fiir sich 
nicht eindeutig bestimmt, hangen vielmehr weitgehend von dem ab, was 
ganz allgemein LZ. Asher unter Einbeziehung eines von Ewald Hering ge- 
schaffenen Begriffes in die Lehre von der inneren Sekretion als Stimmung 
bezeichnet hat. Ich habe auf Anregung von Prof. Asher die Wirkung der 
Adrenalininjektion zunachst auf die Hamoglobinkonzentration des 
Blutes in Abhangigkeit von Warme und Kalte im normalen und hyper- 
thyreotischen Zustand untersucht. Die Ergebnisse machten es notwendig 
auch die Wirkung des Adrenalins in Warme und Ka4lte auf die Zucker- 
konzentration des Blutes heranzuziehen. 

Die Untersuchung des Einflusses der Adrenalininjektion auf die 
Hamoglobinkonzentration ist friiher mannigfach mit Riicksicht auf die 
Frage der etwaigen Filtration angestellt worden. Ganz abgesehen davon, 


daB abgesehen von den Glomeruli unter physiologischen Bedingungen 


Stoffiibertritt durch einfache Filtration mehr als zweifelhaft ist!, tritt 
gerade beim Adrenalin ein anderer Gesichtspunkt in den Vordergrund, 
namlich, daB durch Adrenalin der Stoffwechsel der Gewebe angeregt 
wird. Hier liegt nun ein Faktor vor, der méglicherweise die Blut- 
konzentration wesentlich beeinfluBt. 


Die Hamoglobinkonzentration wurde, um sie mit der erforderlichen 
Genauigkeit zu ermitteln, mit Hilfe eines Spektrophotometers von Schmdt- 
Haensch nach Bechstein mit konstanter Ablenkung? bestimmt. Die von mit 
benutzte Technik ist von Scheinfinkel® beschrieben worden. Neu gegeniiber 
dem Verfahren von Scheinfinkel war die Anwendung eines Doppeltroges, 
dessen eine Halfte das Lésungsmittel, die andere die Hamoglobinlésung 
enthielt. Jede Halfte kam genau vor die iibereinandergelagerten Spalten des 
Apparates. Das Blut wurde Kaninchen aus einer Ohrvene entnommen und 
zwar jedesmal genau 0,1 cem. Das Blut wurde mit 20 ccm dest. Wasser 
verdiinnt. Mehrfach wurden von demselben Blut Kontrollen gemacht. Es 
wurde darauf geachtet, daB nicht die geringste Spur Coagulum sichtbar 
war; falls das je der Fall war, wurde die Probe verworfen. Um die Unter- 
suchung nicht durch Eingriffe zu verwickeln, wurden die Adrenalininjek 
tionen entweder intramuskular oder subcutan gemacht. 


In der ersten Versuchsreihe, von welcher Tabelle I Beispiele bringt, 
wurde zunachst am Normaltier die Hamoglobinkonzentration — bei 
' J. Tani, diese Zeitschr. 145, 189, 1924. - = Ebenda 265, 380, 


1933. 3 Das Instrument war uns von der Bernischen Stiftung zur Fér- 
derung der Wissenschaft zur Verfiigung gestellt worden. 
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Tabelle 1. Wirkung von Adrenalin in Kalte und Warme. 





Normal Adrenalin 





oad Konzen- Konzen- 
sweep Tem- “Na Tem- 
Konzen- _ , tration In | A. tration in a 
tration in tration ip Haan / _Wirme a Kialte peratur 
y > ch > t . . 
mM Warme Kalte Adrenalin intramuscular 
1936 1 cem 0,005 g pro kg 


Datum , 
onzen- " 
Kon n ‘| 


peratur 





28.0. 914 | 428°) 112 46° 11,8 |+4+23°| 10 +4° 
3.111.) 13,2 + 23° 14 + 6° 14 + 23° 13,2 + 6° 
29. II. 10,8 + 22° 14,3 + 6° 12,8 + 22° 13 + 5° 
Adrenalin subcutan inj. 
leem 0,003 g pro kg 


5.1L. 146 +459 138 | +59 
6.1L. 15,2 +19 14 1? 
21.11. 114 |+21°) 11,2 | +0°] 148 | 4219; 88 | +00 


Aufenthalt in warmer oder kalter Umgebung verglichen. In allen Fallen 
war in letzterer die Hamoglobinkonzentration beim gleichen Tier gréBer. 
Man wird bei der Erklarung der gré6Beren Blutkonzentration in der 
Kalte entweder an die Folgen vermehrter Adrenalinausschiittung oder 
des warmeregulatorisch erhéhten Stoffwechsels denken. Die Erklarung 
aus vermehrter Adrenalinausschiittung wird aber angesichts der Er- 
fahrungen mit Adrenalininjektionen unwahrscheinlich. Denn es ist 
zwar, wie Tabelle I zeigt, nach Injektion von Adrenalin in der Warme 
die Hamoglobinkonzentration etwas erhéht. Aber sie ist es nicht, wenn 
Adrenalin in der Kalte injiziert wird ; ja sie kann niedriger sein als normal 
in der Kalte. Ob der niedrige Wert 8,8 °4, Hamoglobin, der allerdings 
mit der Temperatur 0° zusammenfallt, mehr als ein Zufall ist, sei dahin- 
gestellt. Da in der Kalte jedenfalls die Reaktion auf Adrenalin ge- 
aindert ist, werde ich spater mit einer anderen Methode nachweisen. 
Ich bin dann dazu iibergegangen, den EinfluB von Thyroxin auf die 
Hamoglobinkonzentration zu untersuchen. Es wurden 4 Tage lang je 
0,2 mg pro kg Thyroxin, das ich der Giite von Hoffmann, La Roche u. Co. 
verdanke, injiziert und am 5. Tage die Hamoglobinkonzentration be- 
stimmt und zwar an zwei Tieren, deren Verhalten ich durch die voraus- 
gehende Untersuchung kannte. 
Tabelle I. Wirkungvon Thyroxin; 4 Tage lang 0,2 mg Thyroxin pro kg. 
Untersuchung am 5. Tag. 





Nr. des Datum Konzentration . oe Konzentration © ee 
Tiaras id in Warnie Temperatur in Kilte Temperatur 
936 


I 4. II. 16 + 20° 17,6 + 1° 
T 5. IL. 15 + 21° 18 40 


Schon in der Warme ist die Haimoglobinkonzentration gréBer als am 
nicht vorbehandelten Tier. In kalter Umgebung steigt aber die Konzen- 
tration noch héher an. Es diirfte die Annahme naheliegend sein, daB der 
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Abhangigkeit der Adrenalinwirkung von physiologischen Variablen. 


vermehrte Fliissigkeitsaustritt aus den GefiBen infolge der gesteigerten 
Stoffwechselprozesse im hyperthyreotischen Zustande die relative Ein- 
dickung des Blutes verursacht. Fiir eine rein mechanische Erklérung 
fehlen die Anhaltspunkte. 

Da in verschiedenen Arbeiten des Berner physiologischen Instituts 
die starke Sensibilisierung des Adrenalins unter dem EinfluB des Schild- 
driisensekretes nachgewiesen worden ist, ging ich dazu iiber, am hyper- 
thyreotischen Tier in Warme und Kalte die Wirkung von Adrenalin auf 
die Hamoglobinkonzentration zu untersuchen (Tabelle IJ). 


Tabelle II1. 
Wirkung von Adrenalin auf das hyperthyreotische Tier. 
Vorbehandlung: 4 Tage lang Thyroxin 0,2 mg pro kg. Adrenalin: | cem 
0,003 mg subcutan pro kg. 





Hyperthyreotisch Hyperthyreotisch + Adrenalin 
ini Da- pees = — ome o - aes is — " . — 
_ tum § Konzen- pen Konzen- rem Konzen- rem Konzen- 
NI. tration in “. tration in “| tration in tration in 
se "Ve > vere Pus Ti 4 r. 
1936 Wairme — Peratur Kalte POraKUE | “Wairme | PeTata Kalte 


Tem- 
peratur 


10.11.|) 16,3 +229 15,4 — 3° 8,1 +229, 15,34 | —3? 
10.11.) 14,14  +23° 15,96 5° 72 ©=6-+ 239): 13,26 = — 5° 
22.11.; 13,1 +24° 15.8 > 4° 2,8 +249 13,5 + 4° 


In den Versuchen dieser Reihe, die wie die vorigen nur im hyper- 
thyreotischen Zustande ohne Adrenalin ausgefiihrt wurden, fallt auf, daB 
nur einmal in Kalte die Haimoglobinkonzentration héher ist, hingegen 
zweimal etwas niedriger. Betrachtet man alle fiinf Versuche am hyper- 
thyreotischen Tiere, so ist dreimal in Kalte die Hamoglobinkonzentration 
gréBer, zweimal kleiner. Es macht den Eindruck, daB sich zwei entgegen- 
wirkende Momente wahrend der Kalteeinwirkung geltend machen. 

Noch deutlicher kommt die Besonderheit wahrend Kalteeinwirkung 
in den Versuchen mit Adrenalininjektion zur Geltung. Denn die 
Hamoglobinkonzentration ist zweimal deutlich erniedrigt, das dritte 
Mal zwar gegeniiber Adrenalin in Warme leicht erhéht, aber doch 
niedriger als in Kalte ohne Adrenalininjektion. Ich bemerke, dab 
die Versuche ohne und mit Adrenalin je am selben Tier am gleichen 
Tage ausgefiihrt wurden. 

Um die Besonderheit bei Kalte aufzukléren, wurden Versuche an- 
gestellt, in denen der Blutzuckergehalt nach Adrenalininjektion in 
Warme und Kalte bestimmt wurde. Die Mikrozuckerbestimmungen 
geschahen nach der Methode von Hagedorn-Jensen. 

Die Ergebnisse finden sich in Tabelle IV. 

Tatsachlich zeigt sich, daB in allen Fallen die ErhGhung des Blut- 
zuckerspiegels in Kalte wesentlich niedriger ist als in der Warme. Hier- 
durch ist festgestellt, daB in Kalte die Wirksamkeit von Adrenalin eine 
andere ist als in Wairme. Temperatur gehért zu den Faktoren der 





P. de La Pena. 


Tabelle IV. Wirkung von Adrenalin auf den Blutzucker. 
Adrenalin 0,003 g¢ in 1 ecem subeutan. 





Versuche in Wirme Versuche in Kilte 
Ge- ‘ 
wicht Konzen- Konzen- Tem- Konzen- Konzen- Tem- 
tration tration pera- tration tration pera- 
1936 g vor Injektion nach Injektion tur  vorInjektion nach Injektion tur 


Datum 


II] 10.101. 4000 0,090 0,33 + 20° 

’ 10.111, 2100 0,099 0.208 
V 14.111. 2100 0.116 0,289 + 20° 0,134 0.176 
IT 16.111. 4000 0,095 0.250 + 19° 0,105 0.199 


Stimmung. Das Adrenalin in Kalte schwacher wirkt, kénnte daran 
liegen, da} die Resorption aus dem subcutanen Gewebe verlangsamt sei. 
Die zeitlichen Verhaltnisse schlieBen dies aus, da ich erst 1 Stunde nach 
der Adrenalininjektion die Blutprobe entnahm. Deshalb muB die Ursache 
eine andere sein. Entweder ist im Angriffsort in der Leber die Wirkung 
schwacher, oder die Zuckerverbrennung im Gewebe ist eine gréBere, so 
daB es deshalb zu einem kleineren Zuckergehalt im Blute kommt. Wegen 
der warmeregulatorischen Steigerung des Stoffwechsels in der Kalte 
scheint die letztere Annahme plausibel. Sie ist es auch deshalb, weil die 
kalte Umgebung auch aus warmeregulatorischen Griinden kaum die in 
erhéhter Stoffwechsellage befindliche Leber weniger reaktionsfahig 
machen diirfte. 

Jetzt erhebt sich die Frage, ob ein Zusammenhang zwischen dem 
soeben Gesagten und der merkwiirdigen, 6fters beobachteten Verdiinnung 
des Blutes auf Adrenalininjektionen in der Kalte hergestellt werden kann. 
Dies scheint mir méglich. Denn die Verbrennung des Zuckers fiihrt nicht 
zur Entstehung langsam diffundierender Stoffwechselprodukte, die einen 
Ausstrom von Fliissigkeit aus dem Blute in die Gewebe nach sich ziehen, 
sondern eher zu einem raschen Ubertritt von Kohlensaure in das Blut 


und als Folge hiervon zu einem Einstrémen von Fliissigkeit aus den 


Geweben in das Blut. 
Zusammenfassung. 


1. Adrenalininjektion kann durch Erhéhung des Stoffwechsels zu 
einer an der Hamoglobinkonzentration erkenntlichen Eindickung des 
Blutes fiihren. 

2. Die Wirkung des Adrenalins auf die Himoglobinkonzentration 
des Blutes ist u. a. abhaingig von der Temperatur und von der 
Funktion der Schilddriise. 

3. In der Kalte ist auf Adrenalininjektion die Erhéhung des Blut- 
zuckerspiegels geringer. 

Die Ausfiithrung dieser Arbeit wurde dank einem Stipendium der 
Junta Para Ampliacion de Estudio Investigacion cientifica zu Madrid 
ermoglicht. 





Optischer Nachweis der Hydrierung 
und Dehydrierung des Pyridins im Girungs-Co-Ferment, 
(Kurze Mitteilung.) 
Von 
Otto Warburg und Walter Christian. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 15, Mai 1936.) 


1. Garungs-Co-Ferment enthalt auBer dem von v. Kuler und 
Myrbick* entdeckten Adenin eine Pyridinbase*, die bei der Hydrolyse 
als Nicotinséureamid frei wird. Wir haben gefunden, daB diese Pyridin- 
base bei der Garung als Wasserstoffiibertrager wirkt. Sie addiert 
Wasserstoff geht dabei in partiell hydrierte Pyridinbase (Dihydrover- 
bindung) tiber und wird von Acetaldehyd oder Brenztraubensaure 
zur Pyridinbase reoxydiert. 

2. Garungs-Co-Ferment in der nicht hydrierten Form fluoresziert 
nicht. In der partiell hydrierten Form fluoresziert es weib, z. B. im 
Licht der Quecksilberlinie 360mu. Bringt man also eine Lésung 
des Garungs-Co-Ferments in das durch Schwarzglas filtrierte Licht einer 


Quecksilberdampflampe, so kann man die Hydrierung und Dehydrierung 
des Garungs-Co-Ferments durch das Auftreten und Verschwinden der 
weiBen Fluoreszenz beobachten. 


3. Wie das friiher beschriebene wasserstoffiibertragende Co- 
Ferment®, so wird auch das Garungs-Co-Ferment nur dann von Kohlen- 
hydrat reduziert, wenn die Lésungen spezifische Kolloide enthalten, die 
wir vorlaufig ,,Garungs-Zwischenfermente™ nennen wollen. Sie werden 
aus Lebedew-Saft gewonnen und kénnen nach 4S8stiindiger Dialyse 
(bei 0°) zu einem haltbaren Pulver getrocknet werden. Hydro- 
sulfit hydriert das Garungs-Co-Ferment zu der wei} fluoreszierenden 
Dihydroverbindung auch ohne Mitwirkung von Géarungs-Zwischen- 
ferment. 


4. Versuch: In ein Reagensglas gibt man 1 cem einer neutralen 
,,Gartestlésung’*, die neben anderen Substanzen Garungs-Zwischen- 
ferment und 0,25 mg Garungs-Co-Ferment enthalt. Im Lichte der Wellen- 
linge 360 mu. fluoresziert die Lésung nicht, leuchtet aber weib auf, 


‘ K. Myrbdck, Co-Zymase. Ergebnisse d. Enzymforschung 2, 139, 
Leipzig 1933. —- * O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 285, 156, 
1936. — * Dieselben, ebenda 242, 206, 1931; 282, 157, 1935. 


Biochemische Zeitschrift Band 286. 
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wenn man einige Milligramm neutralisierter Hexosemonophosphorsaure 
hinzufiigt. Acetaldehyd bringt die weiBe Fluoreszenz sofort zum Ver- 
schwinden. 

Aus solchen und ahnlichen Versuchen folgt, daB der Alkohol bei 
der Garung nach der Gleichung 

Dihydropyridin + Acetaldehyd = Pyridin + Athylalkohol 

entsteht und die Milchséure nach der Gleichung 

Dihydropyridin + Brenztraubenséiure = Pyridin -+ Milchsaure. 

Damit das Pyridin so wirkt, muB es im Co-Ferment gebunden sein. 
Das Co-Ferment mu8 an seinen kolloiden Trager, das Géarungszwischen- 
ferment, gebunden sein. 
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Uber die Futterhefengewinnung in Holzzuckerlésungen. III. 


Uber den natiirlichen Stickstoffgehalt der Holzzuckerwiirzen. 
Von 
Hermann Fink und Richard Lechner. 
(Aus der Landwirtschaftlich-Tierarztlichen Fakultat der Universitat Berlin 
und dem Institut fiir Garungsgewerbe, Berlin.) 
(Bingegangen am 17, Februar 1936.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In unseren friiheren Mitteilungen! haben wir gezeigt, daB die 
biologische EiweiBsynthese durch Dauerziichtung von Torula utilis in 
Holzzuckerlésungen, denen nur anorganische Salze zur Hefeernahrung 
zugesetzt waren, mdglich ist. Insbesondere erwies sich jeder Zusatz 
von organischen Stickstoffquellen, wie er sonst in der modernen PreB- 
hefeindustrie einerseits in Form von Malzkeimausziigen, Hefeautolysaten, 
Aufschliissen von Sojabohnenextraktschrot und ErdnuB8kuchenmehl 
iiblich ist, andererseits aber schon durch die Verwendung von Melasse 
gegeben ist, als tiberfliissig. Trotzdem waren die Ausbeuten an Hefezell- 
substanz bzw. an HefeeiweiB sehr hoch und konnten auch in monate- 
langer Dauerziichtung ohne Verwendung neuer Stellhefe praktisch auf 
gleicher Héhe gehalten werden. 

Aus 100 kg reduzierendem Zucker erhielten wir bis zu 43 kg Hefe- 
trockensubstanz, wobei die erzeugte Hefe sich durch recht hohen Ei- 
weiBgehalt von durchschnittlich 57 bis 60°, EiweiB —- genauer gesagt 
Rohprotein — bezogen auf Hefetrockensubstanz auszeichnete. Demnach 
wiirden aus 100 kg Holztrockensubstanz, die nach dem Scholler-Tornesch- 
Verfahren im allgemeinen 50 bis 55 kg reduzierenden Zucker, ent- 
sprechend etwa 40 bis 43 kg? vergaérbaren Zucker, liefern, im Durch- 
schnitt 20 kg Hefetrockensubstanz bzw. 11,8 kg HefeeiweiB zu gewinnen 
sein. Diese Ausbeuten konnten in zahlreichen Versuchen im technischen 
MaBe nicht nur erreicht, sondern in neueren Versuchen sogar noch er- 
heblich gesteigert werden, so dab wir die Ausbeuten, welche heute als 
theoretisch méglich gelten, erreichten. 

Als verantwortlich fiir diesen Erfolg betrachten wir einerseits die 
allmaéhliche Anpassung der Torulahefe an das neue Nahrsubstrat mit 
nur anorganischen Salzzusaétzen und andererseits die Art der Sauerstoff- 
zufuhr durch keramische Feinstbeliiftung. 


! Diese Zeitschr. 278, 23, 1935; 2838, 71, 1935. 2 Vel. H. Scholler, 
Die Zellstoffaser Nr. 5, 1935. 
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Vom biologischen Standpunkt aus fielen die miithelose Reinerhaltung 
unserer unter technischen Bedingungen gefiihrten Kulturen und die 
grobe Haltbarkeit der geernteten Hefe von 4 bis 5 Wochen auf. In 
45 Ziichtungen konnten trotz strengster Kontrolle mit Forcierproben 
keinerlei Infektionen beobachtet werden. Es liegt also auch hier wieder 
ein typisches Beispiel fiir die natiirliche Reinzucht vor. 


Nicht minder eingehend ist in letzter Zeit von uns die Verwendung von 
Holzzucker nach Bergius fiir die Futterhefenerzeugung nach unserem 
Verfahren gepriift worden. Dabei hat sich ergeben, da8 der uns zur Ver- 
fiigung gestellte Bergius-Zucker dem Tornesch-Zucker mindestens eben- 
biirtig ist und sich in der technischen Dauerziichtung ohne jede St6rung 
verarbeiten laBt. Interessant war dabei bei einem unserer Serienversuche, dal} 
die Ausbeuten an der in sehr heller Farbe anfallenden Torula nicht un- 
betrachtlich héher waren als bei Verwendung von Tornesch-Wiirze. Den 
héheren Ausbeuten stand aber die beachtenswerte Tatsache gegeniiber, dais 
die mit Bergiws-Zucker erhaltene Hefe durchweg etwas weniger Eiweii 
in der Trockensubstanz enthielt, so daB die Gesamtausbeuten an Eiweib, 
auf die es ja letzten Endes ankommt, praktisch gleich hoch waren. 

Der Bergius-Zucker bietet aber die Méglichkeit, die Hefeziichtung 
abweichend von den heute fiir das iibliche Zulaufverfahren der PreBhefe- 
industrie geltenden Ansichten bei héherer Konzentration durehzufiihren, 
was mit der nur 3- bis 4° igen Tornesch-Wiirze natiirlich nur im_ be- 
schrankten MaBe méglich ist. Wahrend man heute in der PreBhefeindustrie 
nach dem Zulaufverfahren durchschnittlich mit 2- bis 3° iger Zucker- 
konzentration im Gesamtansatz arbeitet und iiberzeugt ist, nur bei diesen 
relativ niedrigen Konzentrationen maximale Ausbeuten zu_ erreichen, 
haben wir in einigen Versuchen diese Richtlinie durchbrochen und Hefe- 
ziichtungen mit 4, 6 und 8°, Zucker im Gesamtansatz angestellt mit dem 
Erfolg, daB bei geeigneter Intensitaét der Beliiftung und angepaBtem Giar- 
schema noch gute bis befriedigende Ausbeuten erhalten werden. Wenn 
auch diese Ausbeuten pro Zuckereinheit begreiflicherweise mit steigender 
Konzentration immerhin merklich fallen, so bietet sich docl die Méglichkeit, 
aus einem gegebenen Girraum einer Futterhefefabrik gegebenenfalls héhere 
Produktionen zu erzielen. 


Wenn auch, wie erwahnt, in den spateren Ziichtungen keinerlei 
Zusatze des bisher als unbedingt nétig betrachteten organischen Stick- 
stoffs erfolgten, da ja ausschlieBlich Ammoniak und Ammonsalze zu- 
gefiigt wurden, so darf nicht auBer acht gelassen werden, dab die 
Holzzuckerlésung stets gewisse Mengen von Stickstoff enthalt, die aus 
dem Holz selbst stammen. Dieser natiirlich vorhandene Stickstoffgehalt 


des Holzzuckers bzw. der Holzzuckerwiirze scheint von manchen Autoren 
bei der Betrachtung des Holzzuckerproblems und besonders bei der 
Betrachtung des Holzzuckers als Ausgangsmaterial fiir die Hefeerzeugung 
ganz auBer acht gelassen worden zu sein. Nach unseren Analysen 
hetragt der natiirliche Stickstoffgehalt der Tornescher Wiirze je nach 
ihrer Vorgeschichte pro Liter Wiirze 0,026 bis 0,048 g?. 


1 Diese Zeitschr. 283, 77, 1935. 
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Uber die Natur des aus dem Holze stammenden EiweiBes bzw. 
Stickstoffs, also iiber die Frage, ob der Stickstoff vorwiegend in or- 


ganischer oder in anorganischer Form vorliegt, ferner welche EKiweib- 


bausteine im ersteren Falle enthalten sind, miissen erst noch weitere 
Untersuchungen Aufschlu8 geben. Aus den beweisenden Ergebnissen 
unserer Dauerziichtungen ohne zusdtzlichen organischen Stickstoff und 
vor allem aus dem anderen Verlauf der Hefedauerziichtung in reiner 
Glucose nur mit Ammoniumsalzen glauben wir aber heute schon schlieBen 
zu diirfen, daB der aus dem Holz stammende Stickstoffanteil trotz seiner 
so geringen Menge hochwertige Eigenschaften als Stickstoffquelle 
oder aber vielleicht als Katalysator, z. B. als Redox-System bei der 
Hefeziichtung besitzen diirfte. 

Die Frage nach der Bedeutung des eigenen Stickstoffgehalts der Holz- 
zuckerwiirze haben wir nun in der vorliegenden kleinen Arbeit zunachst 
mehr vom technologischen Standpunkt aus in Angriff gnnommen. Wir 
haben naémlich bei einer Reihe von Versuchen, die im Tornescher Werk 
durchgefiihrt und von uns tiberwacht wurden, gepriift, wie sich der 
Gehalt an Stickstoff in der Holzzuckerwiirze auf die einzelnen Phasen 
des Holzverzuckerungsvorgangs verteilt und in welcher Beziehung der 
Stickstoffgehalt steht zu den jeweils durch Hydrolyse entstandenen 
Mengen von reduzierendem bzw. vergirbarem Zucker. Auber diesem 
Studium des zeitlichen Ablaufs der Hydrolyse des Holzeiweibes im 
Verlauf der gesamten Holzhydrolyse schwebte uns als praktisches Ziel 
vor, jene Fraktionen kennenzulernen, die wegen ihres angereicherten 
Stickstoffgehalts ein besonders giinstiges Ausgangsmaterial fiir die 
Hefeziichtung vorstellen. Es ware dann in Verfolgung dieses Gedankens 
daran zu denken, jene Fraktionen speziell fiir die Hefeziichtung zu ver- 
wenden, die tibrigen Fraktionen mit geringerem Stickstoffgehalt und 
héherem Zuckergehalt dagegen fiir die Gewinnung von Alkohol. 

Bevor wir mit der Beschreibung unserer Ergebnisse beginnen, soll 
kurz auf den Stickstoffgehalt des Holzes allgemein und, zum besseren 
Verstandnis des Folgenden, in aller Kiirze auf das Prinzip der Holz- 
verzuckerung nach dem _ Scholler-Tornesch-Verfahren eingegangen 
werden. 

Altere Literaturangaben nennen Stickstoffgehalte des Holzes bis iiber 
1%, auf Trockensubstanz bezogen. Diese Stickstoffgehalte sind aber keine 
konstanten GréBen, sondern schwanken erheblich von Holzart zu Holzart. Fiir 
Fichtenholz wird z. B. jetzt allgemein ein Stickstoffgehalt von 0,05 bis 0,1 °, 
angenommen. Kénig und Becker! geben fiir Kiefernholz 1,27°, Protein 


' J. Konig u. C. Becker, Die Bestandteile des Holzes und ihre wirt- 
schaftliche Verwertung. Ver6ffentlichungen der Landwirtschaftskammer fiir 
die Provinz Westfalen, Heft 26, 1918; zitiert aus @. Foth, Handbuch der 
Spiritusfabrikation, 8.501. Berlin 1929. 
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bzw. 0,20 °%, Stickstoffgehalt und fiir Buchenholz 1,58 % Protein bzw. 0,25 °, 
Stickstoffgehalt an. Mit der Zusammensetzung des Holzes befaBten sich 
auch C.G. Schwalbe und Becker! sehr eingehend. Folgende Tabelle ist ihrer 
Arbeit entnommen und gibt die durchschnittlichen Stickstoffgehalte der 
erwaihnten Holzarten an. 





Stickstoff in Stickstoff in 
* 100 Teilen der Holz- 100 Teilen der Holz- 
trockensubstanz trockensubstanz 


HIOMLO . 3 a 0 G 0,11 hy ena 0,12 
i rr er 0,13 PADPOl i ar 0,10 
0,1 


Buche Bie 


Bei der Holzverzuckerung nach dem Scholler-Tornesch-Verfahren wird 
das zerkleinerte Holz —- Sagespiine, Hobelspine u. dgl. —- in hohe, 
zylinderférmige eiserne DruckgefaiBe (Perkolatoren) eingebracht und mittels 
einer sogenannten DampfstoBmethode fest zusammengepreBt. Die bei der 
Vergirung der Holzzuckerwiirzen auf Spiritus nétigen geringen Malzkeim- 
mengen werden der besseren Ausniitzung wegen zusammen mit dem Holz 
in den Perkolator eingefiillt. Die fiir einen VerzuckerungsprozeB (Per- 
kolation) benétigte Hydrolysierfliissigkeit — 0,4- bis 0,8 %ige Schwefel- 
saure von 160 bis 180° wird in Zeitabstinden in begrenzten Fliissigkeits- 
quanten von oben nach unten durch das Holzmaterial sehr rasch hindurch- 
gedriickt. Diese einzelnen sogenannten Fliissigkeitsschiibe durchlaufen 
nach dem Verlassen des Perkolators ein EntspannungsgefiB nebst Wiirme- 
austauscher und gelangen in Klarbottiche, in denen die heiBeWiirze neutrali- 
siert und mit Hefenihrstoffen versetzt wird. AnschlieBend wird die Wiirze 
filtriert und dann auf Spiritus vergoren. Der im Perkolator am Schlub 
des Prozesses verbleibende Ligninriickstand wird nach Entleeren als Heiz- 
material usw. verwendet. 

Je nach der Anzahl der verfiigbaren Kliairbottiche kann das Hydrolysat 
einer Perkolation in beliebig viele Fraktionen aufgeteilt werden. Die ge- 
samte Wiirzemenge eines Verzuckerungsprozesses gemischt ergibt die 
Durchschnittswiirze. 

Die untersuchten Wiirzen waren nach dem _ Scholler-Tornesch- 
Verfahren? aus Fichten- und Kiefernspanen hergestellt. Durch das 
Entgegenkommen und die Unterstiitzung der Deutschen Holzver- 
zuckerungs- und Chemische Fabrik A.-G. in Tornesch war es méglich, 
die angefiihrten Fragen zu studieren und die entsprechenden Wiirzeproben 
bei vier Verzuckerungsprozessen (Perkolationen) zu entnehmen. Dabei 
untersuchten wir nicht nur die Durchschnittswiirzen der einzelnen 
Perkolationen, sondern verfolgten den Verlauf des Prozesses in seinen 
aufeinanderfolgenden Phasen, um auch in den Abbau der Stickstoff- 
verbindungen bzw. des Holzeiweifes wihrend des Verzuckerungsprozesses 
Einblick zu gewinnen. Der sonst iibliche Malzkeimzusatz bei der Per- 


1 Zeitschr. f. angew. Chem. 32, 229, 1919; ferner FE. Hdgglund, Holz- 
chemie. Leipzig, Akad. Verlagsbuchhandlung, 1928. — * Die Zellstoffaser, 
1935, Nr. 5. 
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kolation (Hefenahrstoff bei der Vergérung der Wiirzen auf Alkohol) 
erfolgte, wie erwahnt, bei unseren Versuchen nicht. 

Bei der Einteilung in Fraktionen muBte natirlich auf die betrieb- 
lichen Verhaltnisse Riicksicht genommen werden. So kommt es, daB 
die Perkolationen 1 und 3 nur in je 5 Fraktionen, die Perkolationen 2 
und 4 in je 14 Fraktionen zerlegt wurden. 

Bei den einzelnen Proben wurde auBer dem Stickstoffgehalt auch 
der reduzierende Zucker bestimmt. 

Die Stickstof/fbestemmung wurde ausgefiihrt nach der Kjeldahl-Methode. 
Es wurden jeweils 200 cem der sauren, rohen, klar filtrierten Wiirze zur 
Sirupdicke eingedampft und anschlieBend mit konzentrierter Schwefel- 
siure unter Zusatz von Kaliumsulfat und Kupfersulfat aufgeschlossen. 
Der ,,Leerwert‘‘ der Methode wurde hierbei selbstverstandlich beriick- 
sichtigt. 

Der reduzierende Zucker wurde nach der maBanalytischen Methode 
nach Kjeldahl-Bertrand bestimmt. 

In der folgenden Tabelle I sind die Versuchsdaten iiber die Durch- 
schnittswiirzen der einzelnen Perkolationen zusammengestellt. Es sind 
aufgefiihrt: 
in Spalte 1: die Nummer der betreffenden Perkolation; 

2: die Gesamtwiirzemenge einer Perkolation; 

3 und 4: die Konzentration des Stickstoffs (mg/Liter) und des 
reduzierenden Zuckers (g/Liter) in der Wiirze; 

5und 6: die in der Wiirze enthaltenen absoluten Mengen an 
Stickstoff und reduzierendem Zucker; 
die Mengen an Stickstoff, ausgedriickt in Tausendteilen des 
reduzierenden Zuckers. 


Tabelle I. 





3 4 


Konzentration der 
a 3¢ e Mengen 
| Wiirke an Absolute Mengen an 


N = . ees Stickstoff 
slr Wiirzemenge Redu- | Redu- in %/o9 des 
iO- - : ae j : loo des 
lation Stickstoff zierendem | Stickstoff | zierendem | Teduzierenden 
Zucker Zucker Zuckers 


ebm mg/Liter g/Liter kg kg 


113.9 44,0 41,0 5.01 4665 1,1 
220.7 33,3 30,4 7,35 6705 1,1 
116,0 38,0 41,0 4,41 4755 0,9 
228.4 29.8 30,0 | 6,81 6855 1,0 


Es zeigte sich zunachst, daB die Stickstoffkonzentration der Durch- 
schnittswiirzen in allen vier Fallen rund ein Tausendstel der Konzen- 


tration des reduzierenden Zuckers betragt. Um aber die Gesamtmengen 
des pro Perkolation in der Wiirze enthaltenen Stickstoffs miteinander 
richtig vergleichen zu kénnen, miissen die gefundenen Stickstoffmengen 
auf die angewandte Holztrockensubstanz bezogen werden. 

Die Mengen an verzuckerter Holztrockensubstanz sind nur bekannt 
fiir je zwei Perkolationen zusammen, einerseits fiir die Perkolationen | 
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und 2 und andererseits fiir die Perkolationen 3 und 4. In der Tabelle [ 
sind nun die entsprechenden Zahlen zusammengefaBt. 
Es sind aufgefiihrt 
in Spalte 1: Die Nummer der Perkolation,. 
: Die angewandte Menge Holztrockensubstanz in kg. 
Der in der Wiirze gefundene Stickstoff in kg. 
Der aus Stickstoff- und Holztrockensubstanzmenge errechnete 
Stickstoffgehalt des Holzes. 


Tabelle II. 





4 


- ae Daraus errechnete: 
Holztrockensubstanz Erhaltener Sticksto sal ‘ 
Perkolation - as 7 haltener ickstofl Stickstoffgehalt des 
kg Holzes in % 5 


21870 5, 0,056 


20900 0.054 
6.81 


11,22 


Auf Holztrockensubstanz bezogen, stimmen die in der Wiirze ge- 
fundenen Stickstoffmengen praktisch tiberein. Fiir das verwendete 
Fichten- und Kiefernholz errechnet sich danach ein Stickstoffgehalt 
von 0,54 bis 0,569 4... Dies steht auch in Ubereinstimmung mit den ein- 
schlagigen Literaturangaben. Tatsachlich wird der Stickstoffgehalt des 


Holzes um ein geringes héher anzusetzen sein, wenn man beriicksichtigt. 
da unvermeidliche Wiirzeverluste eintreten und da nicht der ge- 
samte Stickstoff aus dem Holz herausgelést wird. Wie unten noch gezeigt 
wird, enthalt jeweils auch die letzte Wiirzefraktion (auch das Wasch- 
wasser) noch merkliche Mengen an Stickstoff. Leider war es uns nicht 
moéglich, den im verwendeten Holz und abfallenden Lignin enthaltenen 
Stickstoff quantitativ zu erfassen. 


In der folgenden Tabelle LIJ (S. 89) sind nun die bei der fraktions- 
weisen Erfassung der Wirze gewonnenen Daten zusammengestellt. 
Es sind aufgefiihrt 
in Spalte 1: Die Nummer der Perkolation. 
2: Die Nummer der Wiirze-Fraktion. 

3: Die Wiirzemenge der betreffenden Fraktion in chm. 

4 und 5: Die Konzentration der Wiirze an Stickstoff (mg/Liter) 
und reduzierendem Zucker (g/Liter). 

6 und 7: Die in der Wiirzemenge der betreffenden Fraktion ent- 
haltenen absoluten Mengen an Stickstoff und reduzierendem 
Zucker. 

8: Die Mengen an Stickstoff, ausgedriickt in Tausendteilen des 
reduzierenden Zuckers. 





Futterhefengewinnung in Holzzuckerl6sungen. III. 


Tabelle III. 
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Konzentration der 
Wiirze- Wiirze an 
Nr. der Nr. der menge 
Perko- Frak- der Redu- Redu- 
lation tion Fraktion Stickstotf zierendem  Stickstoff zierendem 
Zucker Zucker 
ebm mg Liter g Liter kg kg 


Absolute Menge an 
Stickstoff 


26,2 89,0 67.4 2,a% 1763 
27,2 61.0 41.5 66 1129 
27,3 24,5 41.8 67 1140 
25,8 9,5 25,2 Lou 650 

7.4 6.5 11,7 05 S7 
113.9 96 4769 


12.8 75,0 38.6 s 495 
57. 0, 2 756 
D 768 

516 
293 
383 
543 
516 
528 
460 
351 

20.6 

12.4 

13,4 


65.6 1.85 
344 1,45 
47.1 0,75 
28.7 0,26 
10.5 i 11.9 0,07 


116.0 4.41 


13,1 52.6 O77 
12.5 58, 56.7 0.74 
14.6 5D. 48.0 O81 
15,3 - 29.7 0,62 
13.6 3.5 27.6 0,59 
15,7 3.0 26.8 0.68 
15,6 33,0 22.5 0.52 
15.5 34,3 36.2 0.53 
9 13,4 23.5 37.4 0,32 
10 15.8 18.5 34.8 029 
11 15,7 14,0 28,3 0,22 
12 15,2 11,5 22.5 018 
13 25. 8.4 18.1 0,21 456 0.5 
14 ¥ 7.8 12:2 0,21 359 0.6 


228, 6.69 6916 
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Fir den Abbau des HolzeiweiBes bzw. fiir das Léslichwerden und 
fiir die Auslaugung der Stickstoffverbindungen des Holzes ergibt sich 


folgendes Bild: 





Stickstoff in 


dea redu 


ierenden Zuckers 
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Der Stickstoffgehalt der ersten Wiirzefraktionen bei der Ver- 
zuckerung des Holzes ist verhaltnismaBig hoch. Dann nimmt der 
Stickstoffgehalt ziemlich rasch ab. Besonders etwa gegen Ende des 
zweiten Drittels des Holzverzuckerungsprozesses ist plétzlich ein 
schroffer Abfall der Stickstoffkonzentration der Wiirze festzustellen. 

Die Konzentration des reduzierenden Zuckers nimmt ebenfalls, von 
einigen Unregelmabigkeiten abgesehen, von Fraktion zu Fraktion ab. 

Kin Zusammenhang zwischen dem Gehalt an reduzierendem 
Zucker und dem Stickstoffgehalt der nacheinander folgenden Wiirze- 
fraktionen im Sinne der eingangs entwickelten Problemstellung ist 
aus den Zahlen der letzten Spalte (Stickstoff in °/)) des reduz. Zuckers) 
zu entnehmen. Es zeigt sich namlich. daB stets die in der ersten Halfte 
des Holzverzuckerungsprozesses 
erhaltenen Wiirzen, bezogen auf 
den Zuckergehalt, erheblich 
stickstoffreicher sind als die 
gegen Ende erhaltenen, die 
durchschnittlich weniger als die 
Halfte an Stickstoff enthalten. 
Wenn man die Versuche (Per- 
kolationen) 1, 3,4 in Betracht 
zieht, so fallt auBerdem noch 
auf, daB die ganz am Anfang 
resultierende Wiirze noch nicht den héchsten Wert aufweist. Dieser wird 
erst in den nachfolgenden Fraktionen, etwa im zweiten Viertel des Pro- 
zesses, erreicht. Diese Beziehungen zwischen dem Gehalt an redu- 
zierendem Zucker und an Stickstoff werden durch die Kurve der Perko- 
lation 4 veranschaulicht (Abb. 1; Abszisse: Reihenfolge der Fraktionen, 
Ordinate: Stickstoff in °/9, des reduz. Zuckers). 

“Wir haben nun bei den Perkolationen 1 und 3 in jeder Fraktion 
auch noch den vergdirbaren bzw. alkoholvergdrbaren Zucker ermittelt. 
Dabei ergab sich auch fiir den Stickstoff in °/g) des vergarbaren bzw. 
alkoholvergarbaren! Zuckers eine ganz analoge Beziehung. 

Es ist somit unsere Vermutung, daB bei der perkolierenden Holzver- 
zuckerung mit verdiinnten Saéuren gewisse Fraktionen entstehen, die 
sich durch relativ hohen Stickstoffgehalt auszeichnen, experimentell 
bestatigt worden. Diese Fraktionen scheinen von vornherein fiir die 
Hefeziichtung besonders geeignet zu sein. Eine starke Stiitze fiir diese 
Ansicht erblicken wir bereits in den Hefeziichtungsversuchen 15 bis 20 
unserer zweiten Mitteilung, bei denen eine sehr stickstoffarme Fraktion 
fiir die Hefeziichtung mit nur anorganischen Zusatzen verwendet 
worden ist, was sich in einem merklichen Abfallen der Hefe- bzw. Eiweib- 
ausbeuten kundtat. 











a oe 
| a i a ee a a a ee ee 
heihentolge der raktionen 
Abb. 1. 


1 Vgl. diese Zeitschr. 283, 76, 1935. 





Die Verainderung der Aktivitait der Dipeptidasen in den 
regenerierenden Geweben von Amphibien. 
Von 
W. N. Orechowitseh. 
(Aus dem Institut fiir experimentelle Morphogenese in Moskau.) 
(Eingegangen am 27. Marz 1936.) 


Mit | Abbildung im Text. 


In der vorliegenden Arbeit haben wir untersucht, wie sich die 
Aktivitaét der Dipeptidasen in den Geweben der regenerierenden Organe 
von Amphibien veréndert. Als Versuchsmaterial wurden Kaulquappen 
(Pelobates fuscus) in einem Stadium, in dem die vorderen Extremitaten 
noch nicht durchgebrochen waren, und Axolotin im Alter von 9 Monaten 
verwendet. 

Den Tieren wurden die Schwinze amputiert und am L., 2., 3., 4., 5., 6., 
10., 12., 20. und 30. Tage nach der Amputation wurden aus den Geweben 
des Regenerats Glycerinextrakte hergestellt (die Herstellung der Extrakte 
ist von uns in der vorhergehenden Arbeit beschrieben worden'), deren 
Dipeptidasewirkung mit Glycyl-glycin als Substrat in folgender Weise 
gepriift wurde. 50 mg Glycyl-glycin wurden in 3 cem m/15 Phosphatpuffer 
(pu 7,73) gelést, die Lésung wurde in einen 10 cem-Kolben gebracht, in dem 
sich 1 eem Glycerinextrakt und eine sehr geringe Menge Thymolpulver be- 
fanden. Nach sorgfaltigem Mischen wurde das Gemisch 24 Stunden bei 37°C 
belassen. Zur Messung der Dipeptidasewirkung wurde nunmehr | ccm ent- 
nommen und unter Zusatz von Alkohol mit 0,05n KOH gegen Thymol- 
phthalein nach Willstdtter-Waldschmidt-Leitz titriert. 

Unsere Versuche zeigen, daB die Aktivitét der Dipeptidasen in den 
Geweben regenerierender Organe von Amphibien sich wahrend des 
Regenerationsprozesses bedeutend verandert. Am ersten Tage der 
Regeneration kénnen wir bei Kaulquappen (Pelobates fuscus) noch 
keine Veraénderung beobachten; aber schon am zweiten Tage war die 
Aktivitét der Dipeptidasen des Regeneratsgewebes 2!/,mal (158 °%%) 
hoéher als die Aktivitaét desselben Ferments in den Geweben des nicht- 
regenerierenden (normalen) Schwanzes. 

Am dritten Tage haben wir eine gewisse Verminderung festgestellt 
und dann ein langsames Ansteigen. Die héchste Aktivitaét der Dipepti- 
dasen beobachten wir in den Geweben des Regenerats am zehnten Tage 
nach der Amputation. Zu dieser Zeit hat das Regenerat seine Organ- 
form vollstandig wiederhergestellt. Von diesem Moment an geht die 
Aktivitét wieder zuriick (Tabelle I und Abb. 1). 


1 W.N. Orechowitsch, N. W. Bromley u. N. A. Kusmina, diese Zeitschr. 
277, 186, 1935. 
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Tabelle 1. Aufspaltung von Glyecyl-glycin durch Glycerinextrakte 
aus den Geweben des Kaulquappenschwanzes von Pelobates 
fuscus. 


Spaltung des Substrats in cem 0,05 n KOH fiir 1 cem Versuchsgemisch. 





Normale cap Ubersicht der Akti- 
N N é or des Regener: are ) é 
: Gewebe Alter des Regenerats in Tagen vitat der Dipepti 
dasen in 9/5 im 


des j 
Schwanzes ; 5 10 ! Vergleich zur Norm 


der 
Serie 


0,38, 0,43 - - - 162 
0,31 - . + 158 
0,30 = _ + 158 

0,30 = 0,95 + 216 

0,35 - = - 000 

0,35 . - - + 82 

0,44 + 143 


0.44 ’ . 0.69, 0,70 + 59 


% 

920 ; 

300 | | 

280 | t } Abb. 1. Die Intensitét der 

260} “| t 1 Aufspaltung des Glyeyl-gly- 

240 | cins durch Glyzerinextrakte 

220} T t aus Geweben des regene- 

200} ws io rierenden Schwanzes der 

780 | oF Kaulquappen Pelobates 
fuscus. 

10 | 

120 


7), 


Norm? 23°45 6 7 8 9 ON loge 
Alter des Regenerats 

Kin fast analoges Bild beobachten wir in den Geweben des tre- 
generierenden Axolotlschwanzes (Tabelle II). Am zweiten Tage nach 
der Amputation ist in den Geweben des Regenerats die Aktivitat der 
Dipeptidasen zweimal héher als im nicht regenerierenden Schwanze, 
aber am 20. Tage der Regeneration, wo die Differenzierung des Organs 
fast beendet ist, beobachten wir eine Senkung der Aktivitét der Dipepti- 
dasen bis zur Norm. 
Tabelle Il. Aufspaltung von Glyecyl-glyeindurch Glycerinextrakte 
aus den Geweben des Axolotlschwanzes. 


Versuchsbedingungen wie in Tabelle I. 





Nicht ; a eee RL ee Ubergewicht der 
regene- Alter des Regenerats in Tagen Aktivitit der Dipepti- 
rierende ——__———_—————|| dasen in Jo im Ver- 
Gewebe ? 4 | 20 | 30 gleich mit der Norm 
0,42 — + 102 
0,35 - 0,71 — = + 102 
0,29 0,23, 0,32 
0,33 - 


0,34 





Ketogenese in Lebergewebe bei dessen experimenteller 
Schidigung (Phosphorvergiftung). 
Von 
S. Leites und A. Odinow. 
{Aus der Stoffwechselabteilung des Instituts fiir experimentelle Medizin 
und dem Laboratorium fiir pathologische Physiologie des Instituts fiir 
arztliche Fortbildung in Charkow (UdSSR.)}. 
(Eingegangen am 30. Marz 1936.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Untersuchungen, die wir (Leites, Lifschitz und Odinow?*) an klinischem 
Material angestellt haben, erwiesen, daB sich in den meisten Fallen von 
Lebererkrankungen eine Veranderung der ketonamischen Reaktion auf Butter- 
zufuhr im Vergleich zu einer solehen Reaktion gesunder Personen nach- 
weisen lift. Diese Verinderung auBert sich entweder in Steigerung der 
Ketonimie in niichternem Zustande, oder in einer hyperketonamischen 
Reaktion nach Butterzufuhr, oder aber in beiden zugleich; nur bei schweren 
Leberlasionen konnte man im Blute niichtern einen niederen Ketonk6érper- 
gehalt beobachten. Gleichzeitig wurde festgestellt, daB die antiketogene 
Wirkung der einverleibten Butter, die wir als AuBerung der Autoregulation 
ansahen, bei einem Teil der Leberkranken bei einem héheren Niveau der 
Ketonk6rper im Blute eintritt, als in der Norm (Erhéhung der Ausgangs- 
und maximalen ketonamischen Schwelle), was von einer St6rung der auto- 
regulatorischen Vorgiange bei Lebererkrankungen zeugte. 

Diese Befunde fiihren zu der Frage, inwieweit diese Veranderungen 
unmittelbar an gestérte Leberfunktion im Ketonumsatz gebunden sind 
und inwieweit die von uns geschilderten’ Gesetzmabigkeiten in den 
Vorgangen der Ketogenese in normalem Lebergewebe verandert werden, 

gang ig x 
wenn eine Lasion dieses Gewebes vorliegt. Zur Klaérung dieser Frage 
unternahmen wir eine Untersuchung der Ketogenese im Lebergewebe 
von Tieren, bei denen durch Phosphorvergiftung eine Leberlasion 
hervorgerufen worden war. Die Ketogenese im Lebergewebe wurde so- 
wohl bei unmittelbarem Zusatz einiger ketoplastischer Substanzen 
(Buttersiure, Essigsiure) zu dem Lebergewebe, als nach intravendser 
Kinfiihrung von Butterséure untersucht. 


Versuchsanordnung und Methodik. 


Versuchstieren Kaninchen —- wurde subcutan 1°, Ol. phosphoratum 
in einer Dosis von 0,1 cem pro kg Kérpergewicht eingefiihrt. Die Zahl der 
Injektionen betrug drei bis sechs (erste Versuchsreihe) und sechs bis neun 
(zweite Versuchsreihe). In der Leber der Tiere der ersten Versuchsreihe 


' Klin. Wochenschr. 1935, S. 681, Nr. 19. 2 Diese Zeitschr. 282, 
345, 1935. 
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wurde mikroskopisch (Prof. G@. 1. Derman) eine mittelschwere Fettinfiltration 
festgestellt ; makroskopisch war nichts Besonderes zu konstatieren. Die Leber 
der Tiere der zweiten Versuchsreihe war makroskopisch eine ,,Fettleber*, 
mikroskopisch erkannte man eine deutlich ausgepragte fettige Infiltration 
der Leberzellen mit Entartungserscheinungen. Die Kaninchen wurden 
durch elektrischen Strom getétet; ihre vom Blut befreite Leber wurde in 
vier bzw. fiinf Portionen zu je 10g eingeteilt und mit Glaspulver zu Brei 
zerrieben. In einer der Portionen wurde der praformierte Gehalt an Acet- 
essig- und #-Oxybutterséiure bestimmt; die tibrigen Portionen wurden 
in Phosphatpuffer (py = 5,6 bzw. 7,0) bzw. in physiologischer Lésung 
unter Chloroform- und Toluolzusatz in den Brutschrank (Temperatur 37 
bis 38°) auf 24 Stunden gebracht, und zwar sowohl ohne Zusatz als mit 
Zusatz von Buttersiure (Kahlbaum) bzw. Na-Acetat, worauf die Bestimmung 
von Acetessig- und Oxybuttersaure (nach Snapper und Griinbaum') erfolgte. 


Ergebnisse der Untersuchungen. 


Wie die in Tabelle I und II wiedergegebenen Ergebnisse zeigen, ist 
der Ketonkérpergehalt der Leber bei Phosphorvergiftung von dem Grad 
der Schadigung abhangig; bei mittlerem Grad der Leberschadigung 
(Tabelle I) ist die Menge der Ketonkérper der Leber durchschnittlich 
gegeniiber der Norm nur wenig verandert, bleibt aber doch unter dem 
entsprechenden Werte bei 48 Stunden lang hungernden Kaninchen 
(Abb. 1), wahrend bei schwerer Leberlasion (Tabelle IJ, Abb. 2) der 
Gehalt dieses Organs an Ketonkérpern schroff abfallt (bei normalen 
Kaninchen durchschnittlich 16,5 mg-%, bei hungernden 21,46 mg-%, 
bei mit Phosphor vergifteten 6,84 mg-°/). Die bedeutende Herabsetzung 
der Ketonkérper in der Leber bei scharf ausgepragter Phosphorver- 
giftung entspricht der Herabsetzung der Ketonaémie, die wir bei 
schweren Leberschédigungen beim Menschen feststellten. Diese 
Erscheinung ist bei Phosphorvergiftung viel starker ausgepragt als bei 
Lebererkrankungen des Menschen und auBert sich bereits bei mittel- 
starker Vergiftung, denn bei experimenteller Phosphorvergiftung ist die 
Leberschadigung viel starker als bei gewéhnlichen Leberleiden des 
Menschen, so daB man der Schwere der Schadigung nach keine voll- 
staéndige Analogie zwischen phosphorvergifteter Kaninchenleber und 
Leberkrankheiten beim Menschen annehmen darf. 


Die Ketogenese ist in Lebergewebe bei der Phosphorvergiftung 
wahrend einer 24stiindigen aseptischen Autolyse starker ausgepragt 
als im Lebergewebe normaler Kaninchen und beinahe derjenigen 
Ketogenese gleich, die in der Leber hungernder Kaninchen besteht, 
wobei der Anstieg der Ketonkérper hauptsachlich auf Kosten der 
B-Oxybutterséure vor sich geht; Acetessigséure nimmt in geringerem 
Grade zu als in dem Lebergewebe normaler und hungernder Tiere; 


' Diese Zeitschr. 175, 357, 1926. 
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dies tritt in Versuchen mit schwerer Leberschadigung besonders deutlich 
zutage. Der Grad des Anstieges der Ketonkérper ist von der Reaktion 
des Milieus abhangig, in dem die Ketogenese stattfindet ; am bedeutend- 


sten ist der Anstieg der Ketonkérper in physiologischer Lésung und bei 
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Abb. 1. Ketogenese in Leberbrei normaler, hungernder und phosphorvergifteter (mittlerer 
Grade) Kaninchen (Durchschnittswerte). 
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Abb. 2. Ketogenese in Leberbrei normaler, hungernder und phosphorvergifteter (schwerer 
Grade) Kaninchen (Durchschnittswerte). 
saurer Reaktion (pu 5,6), geringer ist er bei neutraler Reaktion (pu 7,0) 
(Tabelle I, If, V: Abb. 1 und 2). Starker ausgepraigte Ketogenese in 
physiologischer Lésung und bei px 5,6 ist offenbar von dem Umstande 
abhingig, daB die Proteolyse und Aminogenese von mit Phosphor 
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Ketogenese in Lebergewebe bei dessen experimenteller Schadigung. Q7 





vergifteter Leber in besagten Medien viel intensiver vor sich geht als 
bei pu 7,0 (Rona, Mislowitzer und Seidenberg'); die bei gesteigerter 
Proteolyse frei werdenden ketoplastischen Aminoséuren kénnen als 
Quelle der Ketonkérperbildung dienen. In phosphorvergiftetem Leber- 
gewebe wird, wie in der Leber hungernder Tiere, zum Unterschied von 


normalem Lebergewebe, die Reaktionsverschiebung nach der sauren 
Seite die Vorgainge der Ketogenese nicht hemmen. Wie bei der Keto- 
genese im Lebergewebe normaler und hungernder Kaninchen wird auch 
der Grad der Ketogenese in phosphorvergifteter Leber bis zu einem 
gewissen Grade durch den praformierten Gehalt an Ketonkérpern 
bestimmt: Bei niedrigem Ausgangsniveau der Ketonkérper der Leber 
stieg in Versuchen mit schwerer Leberschadigung (Tabelle II, Abb. 2) 
der Ketonkérperwert betrachtlich héher an als in Versuchen mit hdherem 
Ausgangsniveau der Ketonkérper bei minder scharf ausgebildeter 
Leberveranderung (Tabelle I); in ersterem Falle nahm der Ketonkérper- 
wert durchschnittlich um 29,8 mg-°, zu (pu 
Falle um 19,8 mg-°%, (px 
nach 24stiindiger aseptischer Autolyse blieb jedoch durchschnittlich 
beinahe gleich sowohl in Versuchen mit mittelschwerer als in solchen 


- 5,6) und im zweiten 
- 5,6). Die absolute Menge der Ketonkérper 


mit schwerer Phosphorschadigung der Leber. 

Der Zusatz von Butterséure zum Lebergewebe von phosphor- 
vergifteten Tieren (Tabelle IL11) ruft in der Ketogenese keine betracht- 
lichen Anderungen hervor; in einzelnen Versuchen (Nr. 4, 8, 11, 13) 
Tabelle II. Anderung der Ketogenese im Lebergewebe phosphor- 


vergifteter Kaninchen nach Zusatz von Buttersaure (20 mg pro 
l0g Gewebe). 





Nach 24 Std. Nach 24 Std. Anderung der Ketogenese 











Pri- + Buttersiure bei Zusatz von Butterséure 
Versuch formiert ae | Semen eee ees = 
Pu = 7.0 Po=56 Dy = 7.0 Pu 5.6 Pu = 7.0 Pu = 5,6 
Nr. A B A B A B A B A B A B A B 
3 20185  — — .1830.0 — — 14290 — —— -0,4 -1,0 
+ 3,814.5 36300 — — 52340 — — +4+1,6 +40 _ _- 
D 14 9,0 20180 -— 20195 —,— 0 $1.5 _ - 
7 1312.0 1639.5 1,437,0 2,429.0 1,432.5 +08 -0,5 0 -4.5 
8 10120 20255 — — 1,331,775 — — +0,7 +6,25 - — 
9 0,8112.5 50/255'—|— 54275 —) — 0.4 +20 — —~ 
10 0,5 2,75 —' — 1.0370 — — 1,2395 — — +02 2.5 
11 05 95 1.2370 — — 16415 — — +04 +4,5 - 
12 1,2 7,5 1,032.0; — - 24305 — - +1,4 -1,5 -- _— 
13 0 55 |—! — /|2,2375 — —  6,637,0 -- — +44 -05 
1 2.2' 5,75 2.2240 —,— 28245 — —  +0,54 +0,5 -~ 
Mittel: | -0,54 +2,09 +125 -3,0 


Anmerkung. A 


Acetessigsaure, mg-°,: 


' Diese Zeitschr. 146, 26, 1924. 


Biochemische Zeitschrift Band 286. 


B = p-Oxybuttersaure, mg-° 5. 
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Ketogenese in Lebergewebe bei dessen experimenteller Schadigung. gy 


findet eine gewisse Steigerung des f-Oxybutterséurewertes statt; im 
iibrigen sind die Veranderungen unbedeutend. Im Durchschnitt ist der 
Anstieg bei Zusatz von Butterséure zu phosphorvergiftetem Leber- 
gewebe weniger stark ausgepragt als beim Zusatz dieser Séure zu der 
Leber hungernder Tiere; im ersteren Falle betraégt die Zunahme 
2,63 mg-°%, im letzteren 7,45 mg-°%!. Die Hemmung der Ketogenese 
durch zugesetzte Butterséure, die in normalem Lebergewebe mit hoher 
préformierter Ketogenese nachweisbar ist!, tritt in phosphorvergifteter 
Leber nur schwach zutage. 

Zusatz von essigsaurem Natrium zu phosphorvergiftetem Leber- 
gewebe verandert die Menge der Ketonkérper nicht (Tabelle IV). 

Die intravenédse Zufuhr von 10 cem einer 5°igen Butterséure 
(als Natronsalz) andert bei phosphorvergifteten Kaninchen den Keton- 
kérpergehalt der Leber nicht und beeinflu8t kaum den Grad der Keto- 
genese im Lebergewebe bei aseptischer Autolyse desselben (Tabelle V). 
In Versuchen mit Phosphorvergiftung ohne Zufuhr von Butterséure 
betrug die Menge der 6-Oxybutterséure in der Leber durchschnittlich 
6,07 mg-°%, wahrend in Versuchen mit Zufuhr dieser Séure der ent- 
sprechende Wert 6,06 mg-°% war. 

Der Umstand, daB die intravends eingefiihrte Buttersiure den 
Gehalt der Leber an Ketonkérpern nicht andert (das gleiche war auch 
in einem Teil der Versuche mit Zufuhr von Butterséure bei normalen 


Kaninchen der Fall'), lie} uns annehmen, daB8 die eingefiihrte Butter- 
séure reteniert und nicht in der Leber, sondern in einem anderen Organ 
oxydiert wird. Da die Lungen das erste Organ darstellen, durch das 


Tabelle VI. Ketonkérper* in den Lungen normaler und phosphor- 
vergifteter Kaninchen ohne Einfiihrung und nach Einfiihrung 
von Na-butyricum (l0cem einer 5% igen Lésung intravend6s). 





Ketonkiérper 


: Ketonkirper in Lungen ** 
Ketonkérper in Lungen phosphor- 
: in Lungen as hosphor- ’ vergifteter 
Versuch normaler Versuch rt ml Versuch Kaninchen nach 
Kaninchen Kaninchen Zufuhr von 
Buttersiiure 


Nr. mg-° 9 Nr. mg-°/9 Nr. mg-9/9 


28 7,3 14.4 
29 11.2 11,5 
30 10,0 13,5 
31 7.0 : 6.0 
82 13,0 7,0 
Durchschnitt: 9,7 10,5 


* Als 3-Oxybuttersiure berechnet. 
** Die Lungen wurden 30 Min. nach der Zufuhr entnommen. 


1 Leites u. Odinow, diese Zeitschr. 282, 345, 1935. 
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intravenés einverleibte Buttersiure hindurchgeht, so wurde der Gehalt 
der Lungen an Ketonkérpern geprift. Es erwies sich, daB nach intra- 
venoser Zufuhr von Buttersaure in einer Reihe von Versuchen der Gehalt 
der Lungen an f-Oxybuttersaure bedeutend gesteigert wird (Tabelle VJ), 
wahrend sie in der Leber unverandert ist (Tabelle V). 

Es kann also die intravenés eingefiihrte Butterséure teilweise 
reteniert und oxydiert werden, ohne daB ihre Gesamtmenge die Leber 
erreicht. 

Schlubfolgerungen. 

1. Bei Leberschadigungen (mittleren Grades) durch Phosphor- 
vergiftung wird der Gehalt der Leber an Ketonkérpern im Vergleich 
zur Norm kaum verindert; bei stark ausgepragter Leberschadigung 
(makroskopisch sichtbare fettige Infiltration) nimmt die in der Leber 
enthaltene Menge Ketonkérper ab. 

2. Bei aseptischer Autolyse von phosphorvergiftetem Lebergewebe 
ist die Ketogenese in demselben starker als in normalem Gewebe. 

3. Der Zusatz von Butterséure zum Leberbrei phosphorvergifteter 
Kaninchen bewirkt im allgemeinen eine geringere Ketogenese als in 
Versuchen mit Leberbrei hungernder Tiere. Die normalerweise bei hoher 
praformierter Ketogenese nachweisbare deprimierende Wirkung der 
dem Leberbrei zugesetzten Butterséure auf die Ketogenese (sogenanntes 


Phaénomen der Autoregulation) ist in phosphorvergiftetem Lebergewebe 
schwacher ausgedriickt. 

4. Die intravenése Zufuhr von Butterséure fiihrt weder zur Stei- 
gerung des Ketonkérpergehalts der Leber, noch zur Anderung der Keto- 
genese in der Leber; dagegen kann, wie einige Versuche zeigen, eine 
Steigerung der Ketonkérper in den Lungen stattfinden. 





Lungen und Ketonkérperstoffwechsel. 
Von 


A. I. Odinow. 


[Aus dem Laboratorium fiir pathologische Physiologie des Instituts fiir 
arztliche Fortbildung und der Stoffwechselabteilung des Instituts fiir 
experimentelle Medizin in Charkow (UdSSR).| 


(Eingegangen am 30, Mdrz 1936.) 


Die Hypothese von Roger und Binet iiber den Lipoidumsatz in det 
Lunge hat einige Arbeiten angeregt, die sich mit der Rolle dieses Organs 
im intermediaren Fettsdurenstoffwechsel und speziell mit der Keton- 
kérperbildung und -oxydation befassen. Schmitz und Peiser konnten bei 
der Durchstrémung der isolierten Lungen weder Oxydation der Butter- 
und f-Oxybuttersaure zu Acetessigséure, noch eine Reduktion der 
letzteren feststellen. Zu den gleichen Resultaten gelangte an der iso- 
lierten Lunge auch S/uiter (zitiert nach Snapper, Griinbaum und Neuberg). 
Andererseits beobachteten Binet, sowie Binet, Aubel und Marquis bei 
Perfusion der Lunge mit Blut unter Zusatz von Butterséure und Pro- 
pionsaure einen teilweisen Schwund derselben. Versuche an isolierten 
Lungen haben jedoch keine entscheidende Bedeutung fiir den Nachweis 
der Rolle dieser Organe in den Prozessen der Bildung und Oxydation 
von Ketonkérpern, da diese Vorgange an die Atmungsfunktion der Lunge 
gebunden sein kénnen und daher in Versuchen in vivo deutlicher zu- 
tage treten. 

Die Untersuchungen von S. Leites mit enteraler Oleinséurebelastung 
haben gezeigt, daB der Gehalt des arteriellen Blutes an Ketonkérpern 
in einer Reihe von Versuchen héher war als derjenige des Blutes des 
rechten Herzens. Andererseits sank der Ketonkérpergehalt des Blutes 
der Art. femoralis in denjenigen Versuchen, in denen auf Belastung eine 
Steigerung der Ketonkérper im Blute des rechten Herzens erfolgte. 
Diese Befunde wiesen auf die Méglichkeit einer Bildung der Keton- 
kérper in den Lungen, sowie einer Zuriickhaltung derselben in diesem 
Organ hin und bildeten die Voraussetzung zu vorliegender Arbeit. 
Auf Vorschlag und unter Leitung von Prof. Leites habe ich daher die 
Rolle der Lunge bei der Ketogenese untersucht, und zwar sowohl durch 
Bestimmung der Ketonkérperbildung unmittelbar im Lungengewebe, 
als mit Hilfe der Bestimmung der Ketonkérper im zustr6menden und 
abstrémenden Blut und im Lungengewebe selbst nach Zufuhr von 


ketoplastischer Substanz (Butterséure) zum vendésen Blut. 


In der ersten Versuchsreihe wurden Tiere (Hunde) durch elektrischen 
Strom getétet; ihre vom Blut befreiten Lungen wurden in vier Portionen zu 





LO2 A. L. Odinow: 


je 10 g geteilt und mit Glaspulver zu Brei verrieben. In einer der Portionen 
wurde der praformierte Gehalt an Acetessig- und $-Oxybuttersaéure be- 
stimmt, die tibrigen Portionen wurden in Phosphatpuffer (pq = 7,0 baw. 5,6) 
bzw. in physiologischer Lésung aufgenommen und nach Zusatz von Chloro- 
form und Toluol 24 Stunden lang in den Brutschrank (Temperatur 37 bis 38°) 
gebracht, sowohl ohne als auch mit Zusatz von Butterséure (Kahlbaum), 
worauf die Bestimmung der Acetessigsiure und $-Oxybutterséiure nach 
Engfeldt-Pincussen (nach Barbas modifiziert) erfolgte. Kontrollversuche 
mit Bestimmung der Ketonkérper im Lungengewebe nach der Methode 
von Snapper und Griinbaum und Engfeldt-Pincussen zeigten eine voll- 
standige Ubereinstimmung der nach beiden Verfahren erzielten Ergebnisse. 
In Parallelproben mit Zusatz von Chloroform und Toluol einerseits und ohne 
diesen Zusatz andererseits stimmten die Resultate iiberein. Maximum 
der Ketogenese erfolgt im Lungengewebe nach 24stiindigem Aufenthalt 
im Brutschrank. 

In einer anderen Versuchsreihe an Hunden wurde zuvor gleichzeitig 
im Blute des rechten Herzens' und der Art. femoralis der Ketonk6rpergehalt 
bestimmt und darauf intravenés 10 cem einer 5° igen Lésung von butter- 
saurem Natrium eingefiihrt. Wahrend der Einfiihrung wurde das Blut 
aus der Art. femoralis gewonnen; 5 Minuten spater wurde gleichzeitig das 
Blut aus dem rechten Herzen und aus der Art. femoralis entnommen und 
der Hund durch elektrischen Strom getétet, seine Lungen entnommen und 
sowohl in den Lungen als im entnommenen Blute der Gehalt an Keton- 
kérpern bestimmt. Stets erfolgten zwei Parallelbestimmungen. Bei den- 
selben Hunden wurde der Ketonkérpergehalt der Leber (nach Snapper 
und Grinbaum) bestimmt. Die Zahl der Versuchstiere betrug 44; ihr Ge- 
wicht je 8 bis 10 kg. 


Versuchsergebnisse. 


Erste Versuchsserie. Die in Tabelle I angefiihrten Befunde zeigen, 
daB bei aseptischer Autolyse des Lungengewebes in demselben Keton- 
kérper, hauptsachlich f-Oxybutterséure, gebildet werden. Wie im 
Lebergewebe (Leites und Odinow) erfolgt die Bildung von B-Oxybutter- 
saure bei neutraler Reaktion (px = 7,0) im Durchschnitt intensiver als 
in saurem Milieu (pa = 5,6) und in physiologischer Lésung. Da die 
Ketonkérperbildung im Lungenbrei auch nach vorhergehendem Kochen 
erfolgt, ist anzunehmen, daB dieser ProzeB nicht fermentativ ist, sondern 
vielleicht durch Autoxydation von ungesattigten Fettséuren zustande 
kommt (Hinsberg und Holland), wie dies auch in der Leber zu_ beob- 
achten ist (Leites und Odinow). 


Untersuchungen mit Zusatz von Butterséure zum Lungenbrei und 
darauffolgender aseptischer Autolyse 24 Stunden lang im Brutschrank 
lieferten die in Tabelle II wiedergegebenen Ergebnisse: In denjenigen Ver- 
suchen, wo die préformierte Ketogenese pro 24 Stunden verhaltnismaBig 


! Das Blut wurde aus dem rechten Herzen unmittelbar durch eine 
Nadel entnommen, die rechts vom Brustbein in den Interkostalraum ein- 
gefiihrt wurde. 


coun borers 





Ketogenese pro 24 Stunden 


Nach 24 Stunden 
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gering war (Versuche 4 und 8 bei px = 7,0, Versuche7 und 9 bei px = 5,6), 
fiihrte der Zusatz von Butterséure zur Bildung von f-Oxybuttersaure. 
War die praformierte Ketogenese pro 24 Stunden hingegen relativ 
bedeutend (Versuche 2, 3,5, 7 bei pu = 7,0; Versuche 6, 8 bei px = 5,6), 
so bewirkte der Zusatz von Butterséure eine Hemmung der Ketogenese. 
Diese Hemmung der Ketogenese durch Butterséure ist bei pu = 5,6 
scharfer ausgepragt und tritt bei einem geringeren Wert der praformierten 
Ketogenese ein als bei pu 7,0. Somit zeigten sich, wie auch im Leber- 
gewebe (Leites und Odinow), die ketoplastischen Eigenschaften der 
Buttersaure im Lungengewebe nur bei relativ geringer praformierter 
Ketogenese. Bei hoher praformierter Ketogenese iibt die Buttersaéure 
hingegen, wie auch in der Leber, eine regulierende Wirkung aus, wobei 
die Bildung von f-Oxybutterséure gehemmt wird. 

Zucite Versuchsserie. Die Bestimmung des Ketonkérpergehalts 
im rechten Herzen und im arteriellen Blute (Tabelle IJ) hat gezeigt, daB 
das Niveau der Acetessigséure in dem aus der Lunge abstrémenden 
und der Lunge zustrémenden Blute keine ausgepragten und gesetz- 
maBigen Unterschiede aufweist ; in einem Teil der Versuche erfolgte eine 
geringe Steigerung, die kaum die Versuchsfehler iiberschreitet, in an- 
deren fand keine Anderung statt, in noch weiteren Fallen sah man eine 
kleine Herabsetzung. Im f-Oxybuttersaéurewert machte sich bei 14 
unter 20 Hunden ein héherer Gehalt derselben im arteriellen Blute gegen- 
iiber dem rechten Herzen bemerkbar, bei 4 Hunden war der Wert geringer 
und bei 2 Hunden blieb er gleich. Es mu beriicksichtigt werden, daB 
die scharf ausgepragte Retention der B-Oxybuttersaéure in der Lunge 
bei einem relativ hohen Ketonkérperspiegel im rechten Herzen statt- 
findet (Versuche 12, 14, 16, 25): nur in einem Versuch mit einem 


Tabelle II. Ketonkérper im rechten Herzen und in der Art. 
femoralis. 














Versuch | Rechtes Herz Art. femoralis | Versuch Rechtes Herz Art. femoralis 
(Hund) | : Hy hi (Hund) : bet Deedee 
Nr || A B A B Nr. A B A B 
1 0,2 — 0 —_ 13 i 8,25 2,9 1,75 
2 ao 8,3 3.0 11.5 14 2,65 18,75 0.8 9,75 
3 2.5 13,0 1.6 12,0 16 1,8 10,37 rae. 7,19 
4 4.7 4.5 3,6 5,75 17 1,9 5,62 3,7 12.0 
5 2,5 5,63 3,05 10,12 18 4,6 = 4.4 — 
6 1,65 7,0 2.65 | 9,12 19 1,9 16,75 |} 2,7 | 20,5 
7 1,2 1,9 2.5 6,75 26 1,6 4,25 1,2 14,87 
10 2,75 7.25 3,45 18,25(7)1 27 1,7 4,75 1,25 11,67 
11 1,55 7.25 2.05 10,0 28 0 6,5 1,55 7,67 
12 1,0 15,37 12 11,25 29 0.8 8,25 8,15 | 21,5 
25 4,1 17,6 2.6 6,8 30 2,9 12,5 3.15 13,87 


Anmerkung. A Acetessigséure, mg-°5; B = p-Oxybuttersaure, mg-°5. 
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hohen fp-Oxybuttersaurewert im Blute des rechten Herzens (Nr. 19) 
war der Gehalt derselben im arteriellen Blute nicht herabgesetzt. 

Die erzielten Befunde gestatten die Annahme, daB in den Lungen 
sowohl eine Retention als auch eine Abgabe der §-Oxybuttersaure statt- 
findet. Um diese Annahme auf ihre Richtigkeit zu priifen, stellten wir 
Versuche mit intravenéser Einfiihrung von buttersaurem Natrium und 
darauffolgender Untersuchung von Ketonkérpern im rechten Herzen, im 
arteriellen Blute und im Lungengewebe selbst an (Tabelle IV). Die 
Anderung des <Acetessigsiuregehalts im Blute nach intravendser 
Zufuhr von Buttersdure ist nicht deutlich genug bestimmt. Es wurde 
teils eine gewisse Steigerung, teils keine Veranderung oder eine Ver- 
minderung der Acetessigsiure in dem der Lunge_ entstrémenden 
Blute (im Vergleich mit dem Blute des rechten Herzens) gefunden; 
dasselbe gilt auch fiir den Gehalt des Lungengewebes an Acetessig- 
saure. Vergleicht man die Werte der f-Oxybutterséure im Blute des 
rechten Herzens und im arteriellen Blute nach intravenéser Zufuhr 
von Butterséure, so findet man in vier unter zehn Versuchen zur 
Zeit der Zufuhr im arteriellen Blute eine deutliche Steigerung der 
p-Oxybuttersiure gegeniiber dem Ausgangsniveau; in den iibrigen 
Versuchen blieben entweder sichere Anderungen aus, oder es kam zu 
einer Herabsetzung. Letztere ist offenbar unspezifisch, weil sie auch in 
Kontrollversuchen mit intravenéser Zufuhr von physiologischer Salz- 
lésung zum Ausdruck kommt (Tabelle V). Bestimmtere Ergebnisse 
werden erhalten, wenn der P-Oxybuttersaurespiegel im arteriellen Blute 
und im rechten Herzen 5 Minuten nach Butterséurezufuhr verglichen 
wird; in sechs unter neun Versuchen sah man eine recht deutliche Zu- 
nahme der $-Oxybutterséure im arteriellen Blute im Vergleich zum 
rechten Herzen und zum Ausgangsniveau der f-Oxybutterséure im 
arteriellen Blute auftreten. Die hier angefiihrten Versuche zeigen mit 
gewisser Wahrscheinlichkeit die Méglichkeit der Bildung von f-Oxy- 
butterséure in der Lunge und ihrer Abgabe an das arterielle Blut; 
gleichzeitig muB aber betont werden, daB dieses Phanomen keineswegs 
mit absoluter GesetzmaBigkeit auftritt. Wie in Versuchen mit Be- 
stimmung des praéformierten Gehalts an f-Oxybutterséure so auch in 
Versuchen mit intravenéser Zufuhr von Buttersdéure kann eine Retention 
der B-Oxybuttersaure in der Lunge stattfinden, soweit man dariiber an 
Hand eines Unterschiedes im Niveau dieser Séure im rechten Herzen 
und im arteriellen Blute urteilen kann. Sollte tatsachlich die in einer 
Reihe von Versuchen mit intravenéser Zufuhr von Butterséure beob- 
achtete Abgabe von f-Oxybuttersaure durch die Lungen ein Resultat 
der Oxydation der Butterséure in der Lunge darstellen, so miiBten wir 
nach intravenéser Zufuhr dieser Saure einen gesteigerten Gehalt des 
Lungengewebes an f-Oxybuttersdure finden. Entsprechende Unter- 
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suchungen haben ergeben, daB in den meisten Versuchen nach intra- 
venéser Zufuhr von Butterséure der Gehalt des Lungengewebes an 
f-Oxybuttersaure betrachtlich ansteigt (siehe Tabelle IV und VY). 

Kontrollversuche mit intraarterieller Injektion von f-Oxybutter- 
séure (Tabelle VI) ergaben, daB die 6-Oxybuttersaure in der Lunge nicht 
bedeutend ansteigt. Auchist zu betonen, daB nach intravendéser Injektion 
von Butterséure der Gehalt des Lebergewebes an $-Oxybuttersaure 
im Vergleich zu Versuchen mit Einfithrung von physiologischer Salz- 
losung und intraarterieller Zufuhr von Butterséure nicht ansteigt 
(vgl. TabelleIV, V, VI). In einzelnen Versuchen mit intravendéser 
Zufuhr von Buttersaure stieg der Gehalt des Lungengewebes an f-Oxy- 
buttersaure entweder gar nicht an (Versuch 12) oder nur ganz wenig 
(Versuche 7, 10, 11). Gerade in diesen Versuchen sah man jedoch eine 
scharf ausgepragte Vermehrung der f-Oxybutterséure im arteriellen 
Blute im Vergleich zum Blute des rechten Herzens. Dieser Umstand 
spricht dafiir, daB in diesen Versuchen eine gesteigerte Bildung von 
B-Oxybuttersaure in den Lungen vor sich ging, da diese Saure aber 
deshalb im Lungengewebe nicht nachzuweisen war, weil sie rasch ins 
arterielle Blut ausgespiilt wurde. 


Tabelle VI. In die Arteria femoralis wurden 10 cem 5°,iges butter- 
saures Natrium eingefiihrt. 





Nach 7 Min. Nach 7 Min. 


Lebergewebe 


Lungengewebe 


Lungengewebe Lebergewebe 


Ver- || ~ Ver- 
such 3-Oxybuttersiure 3-Oxybuttersdure such 3 Ixybuttersdure 3-Oxybuttersdéure 
mg-° 9 mg-0/0 Nr. mg-9/ 5 5 


95 16,0 23 8.5 10,0 
13, 17,0 24 3,0 12,0 
4.75 5,0 





In den Lungen kann also eine Oxydation der Buttersaure und eine 
Bildung von Ketonkérpern (f-Oxybuttersaéure) vor sich gehen. Dieser 
ProzeB ist offenbar an die Atmungsfunktion der Lunge gebunden, da 
— wie aus Versuchen an Hunden mit experimentellem Pneumothorax 
folgt — der Gehalt des arteriellen Blutes an f-Oxybuttersaure nach 
diesem Eingriff sinkt. Nach intravenéser Zufuhr von Buttersaure erfolgt 
bei Tieren mit kiinstlichem Pneumothorax eine sehr geringe Steigerung 
der Oxybutterséure im arteriellen Blute, oder sie bleibt ganz aus, 
wobei das Lungengewebe verhaltnismaBig wenig Ketonkérper enthalt, 
besonders im Vergleich zu deren Gehalt im Lebergewebe (Tabelle VII). 

Neben dieser ketonbildenden Funktion der Lunge besteht in diesem 
Organ auch eine Ketonretention und méglicherweise auch eine Oxydation 
der Ketonkérper. Je nachdem die eine oder die andere Funktion 
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iiberwiegt, kann eine Steigerung der 
Ketonkérper im arteriellen Blute im 
Vergleich zu ihrem Gehalt im rechten 
Herzen oder das Gegenteil erfolgen. 
Was ergibt sich aber aus der Uberhand- 
nahme des einen oder des anderen Pro- 


Leber 


Lungen 


zesses? Gleich wie in den Versuchen 
von SN. Leites mit enteraler Oleinsadure- 
belastung der Gehalt des arteriellen 
Blutes an Ketonkérpern im Vergleich 
zum rechten Herzen herabging, wenn 
das Niveau der Ketonk6érper im rechten 
Herzen hoch stand, so wurde auch in 


femoralis 


Art. 


einigen unseren Versuchen eine Reten- 
tion der f-Oxybutterséure bei deren 
hohem Gehalt im rechten Herzen beob- 
achtet (Versuche 3, 12, 14, 25 Ta- 
belleI TI und IV). Fiurdie ketonbildende 
bzw. keton:etinierende Lungenfunktion 
ist offenbar bestimmend die Menge der 
Ketonkérper, die der Lunge zugefiihrt 
werden: erfolgt eine bedeutende Zu- 
fuhr von Ketonkérpern in die Lunge, 
so iberwiegen die Prozesse der Reten- 
tion (Oxydation ?); bei relativ kleinerer 
Zufuhr von Ketonkérpern iiberwiegt 
die Ketonbildung und der Austritt von 
Ketonkérpern ins arterielle Blut. Eine 
derartige Gesetzmabigkeit wurde auch 
von S. Leites in bezug auf die lipo- 
pexische (retinierende) Funktion der 
Lunge festgestellt. Letztere macht sich 
in dem Falle bemerkbar, wenn das 
Neutralfettniveau im Blute des rechten 
Herzens hoch genug ist. Es soll auch 
auf die Angabe von Hamsik hingewiesen 
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werden, wonach im Falle eines niedrigen 
Gehalts an Fettsauren und Glycerin in 
dem zum Organ zustr6menden Blute die 
Lipase das gestérte Gleichgewicht wieder 
herstellt, indem das Fett hydrolysiert 
wird, das als Depot dank ihrer syntheti- 
sierenden Tatigkeit abgelagert wurde. 


VIL. 
Rechtes Herz 


Tabelle 





Versuch 





Lungen und Ketonké: perstoffwechsel. 


Zusammenfassung. 


1. Im Lungenbrei des Hundes erfolgt bei 24 stiindigem Aufenthalt 
im Brutschrank (Temperatur 37 bis 38°) Bildung von Acetessig- und 
B-Oxybuttersaure. Dieser Vorgang ist nicht fermentativ und wird 
wahrscheinlich auf dem Wege der Autoxydation bewirkt. 

2. Die Bildung der Acetessigsiure erfolgt optimal bei px 5.6, 
die der B-Oxybuttersaure bei pu — 7.0. 

3. Die Ketonbildung aus zugesetzter Butterséure im Lungenbrei 
wird bis zu einem gewissen Grade durch den praformierten Zustand 
der Ketogenese bestimmt: bei bedeutender praformierter Ketogenese 
hemmt der Zusatz von Butterséure die Ketogenese; ist jedoch die 
préformierte Ketogenese nur schwach ausgepragt, so wird der Zusatz 
von Buttersiure von einem Anstieg der f-Oxybuttersaure begleitet 

4. Der Gehalt des arteriellen Blutes an $-Oxybutterséure kann 
sowohl héher als auch niedriger sein als derjenige des Blutes des rechten 


Herzens. 

5. In den meisten Versuchen steigt nach intravenéser Zufuhr von 
Butterséure der Gehalt des Lungengewebes an f-Oxybuttersaure an. 
In einer Reihe von Versuchen wird der Gehalt des arteriellen Blutes 
an B-Oxybuttersaure (im Vergleich zu demjenigen des rechten Herzens) 


gréBer. In einem Teil der Versuche kann das arterielle Blut weniger 
von dieser Saéure fiihren als das Blut des rechten Herzens: letzteres 
findet meist bei relativ hohem Ketonkérperniveau des der Lunge zu- 
strémenden Blutes statt. 

6. Die Ergebnisse sprechen dafiir, da in den Lungen wahr- 
scheinlich sowohl die Bildung von Ketonkérpern als auch die Reten- 
tion (Oxydation ?) derselben vor sich geht. Die ketonretinierende 
Funktion wird gewoéhnlich bei relativ hohem Ketonkérperniveau in 
dem zur Lunge strémenden Blute beobachtet. 


Literatur. 


1) Barbas, Klin. Wochenschr. 1935, Nr. 25. 2) Binet, Ann. de Phys. 
8, 373, 1929. - 3) Binet, Aubel, Marquis, C. r. Soe. Biol. 99, 1, 
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1914. 5) Hinsberg u. Holland, Zeitschr. f. exper. Med. 94, 471, 1934. 
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Odinow, diese Zeitschr. 282, 345, 1935. — 8) Roger, Questions actuelles de 
biologie medicale. Paris, Masson, 1924. —- 9) Schmitz u. Peiser, diese Zeitschr. 
160, 20, 1925. 10) Snapper u. Griinbaum, diese Zeitschr. 175, 357, 1926. 
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Uber den Chemotropismus der Pflanzenwurzel. 
I. Mitteilung. 
Uber die chemotropisehe Reizung der Wurzel durch Mineralsalze. 
Von 
B. Niklewski und J. Duda. 


(Aus dem Institut fiir Pflanzenphysiologie und Agrikulturchemie der 
Universitat Poznan.) 
(Eingegangen am 17. April 1936.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Untersuchungen tiber den Chemotropismus der Pflanzenwurzel 
stiitzen sich vorztiglich auf eine Methede, bei der die chemotropische 
Reizung durch das Konzentrationsgefalle einer Mineralsalzlésung hervor- 
gerufen wird. In den Untersuchungen von Sammet! wurden dazu 
wasserige Lésungen, in denen von Newcombe und Rhodes? sowie von 
Lilienfeld? wurden Gelatinelésungen, in den Arbeiten von Porodko 
Agaragarlésungen verwendet. Cholodny! dagegen benutzte zur che- 
motropischen Reizung Streifen von Filtrierpapier, welche mi. einer 
entsprechenden wasserigen Lésung gesiéttigt waren, und legte diese 
einseitig der Wurzel an. Ahnliche mit einseitiger Reizung durchgefiihrte 
Versuche finden sich auch in den Arbeiten von Newcombe und Rhodes 
sowie Lilienfeld. Ausgedehnte Untersuchungen tiber den Chemotro- 
pismus der Wurzel verdanken wir Porodko®, dessen Ergebnisse sich 
folgendermaBen zusammenfassen lassen: 

Es sind verschiedene Phasen der chemotropischen Reizung zu unter- 
scheiden, die abhangig sind von der Konzentration der auf die Wurzel 
wirkenden Lésungen. Die Phase des positiven Chemotropismus entspricht 
der niedrigsten Konzentration, ihr folgt die des negativen Chemotropismus, 
weiterhin die der positiven chemotraumatischen Kriimmung. An den 
Grenzen dieser Phasen ist ein Kampf zwischen den entgegengesetzten 
Kriimmungsbestrebungen zu beobachten, der entweder zu einem gleich- 
giiltigen Verhalten der Wurzel oder zu Abweichungen in intermediaren 
Richtungen fiihrt. 

Die chemotropische Empfindlichkeit ist hauptsachlich auf dem letzten 
Millimeter der Wurzelspitze lokalisiert und nimmt nach obenzu schnell ab. 
Die Starke der chemotropischen Reizung wird durch die Konzentration der 
Reizl6sung sowie durch die Dauer der Reizung bestimmt; den Zusammen- 


1 R. Sammet, Jahrb. f. wiss. Bot. 41, 611, 1905. —- 2 Newcombe u. 
Rhodes, Bot. Gaz. 37, 23, 1904 (nach Porodko). 3M. Lilienfeld, Ber. d. 
Deutsch. bot. Ges. 23, 91, 1905; Beih. z. Bot. Centralbl. 19, Abt. 1, 131, 
1905. 1 N.Cholodny, Verh. d. naturf. Ges. Kiew 20, 244, 1908 (nach 
Porodko). 5 Th. Porodko, Jahrb. f. wiss. Bot. 49, 307, 1911; 64, 450, 1925. 
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hang stellt Porodko in folgender Gleichung fest: e"¢ const, wobei ¢ die 
Konzentration, ¢ die Zeit darstellt und » ungefahr gleich 2,5 bis 3,0 ist. 

Die chemotropischen Kriimmungen treten infolge chemischer, nicht 
aber osmotischer Wirkungen der Reizidsungen ein. 

Von Porodko sind erforscht die chemotropischen Wirkungen ver- 
schiedener Verbindungen von Nichtelektrolyten, Sauren und Basen, Anilin- 
farbstoffen, Alkali-, Erdalkali- und Schwermetallsalzen. Es erwies sich, 
daB die chemotropischen Eigenschaften nur Elektrolyten eigen sind. 
Kationen treten als Trager negativer, Anionen als Triiger positiver chemo- 
tropischer Eigenschaft auf. Die Wirksamkeit der einzelnen Kationen ist 
nicht gleich und andert sich umgekehrt proportional ihrem elektrolytischen 
Lésungsdruck. Die Wirksamkeit der einzelnen Anionen ist ebenfalls nicht 
gleich und andert sich proportional ihrer lyotropen Wirkung. Die in kon- 
kreten Fallen beobachtete chemotropische Wirkung eines Elektrolyten ist 
das Ergebnis einer algebraischen Summierung der positiven chemotropischen 
Wirkung des Anions und der des negativ wirkenden Kations. 

Der Autor nimmt als Ursache der chemotropischen Reizung kolloid- 
chemische Plasmadinderungen an und erwagt die Reizleitung, die zwischen 
der gereizten Wurzelspitze und der die Reaktion verursachenden Streckungs- 
zone zustande kommt. Das Verhalten der einseitig gereizten Wurzel und 
der iiberwiegend einseitigen Reizung ist im allgemeinen ahnlich. 

Kiirzlich sind Untersuchungen tiber die chemotropische Empfindlichkeit 
verschiedener Pflanzensprosse von Kisser und Beer angestellt worden!. 


Methodisches. 

In der vorliegenden Arbeit wurden lediglich Reaktionserscheinungen 
mit einseitig gereizten Wurzeln untersucht. Zu aiesem Zwecke wurden 
junge zwei bis dreitagige Keimlinge von Sinapis alba mit 2 bis 3cm langen 
Wiirzelchen aus dem Sande nach dem Abwaschen auf Glasplatten 
gebracht. Diese waren aus Fensterglas in Formen 17,5 » 2,5cem ge- 
schnitten. Die Pflanzchen wurden mittels eines Streifens feuchten 
Filtrierpapiers, der quer um die Platte gewickelt war, befestigt. An die 
Wurzelspitze wurde einseitig ein kleiner (etwa 2c¢mm Inhalt) Agar- 
agarblock gebracht, hergestellt aus gepulvertem, gereinigtem Agaragar, 
der die zu untersuchende Substanz enthielt. Auf der unteren Seite der 
Glasplatte wurde in der Langsrichtung ein feuchter Streifen FlieBpapier 
angebracht, der in Wasser tauchte und den Querstreifen und somit 
die Pflanze feucht erhielt. Die Platte mit dem Pflanzchen wurde in 
ein gréBeres Reagensglas gestellt, welches am Boden etwas dest. Wasser 
enthielt. Die Glaser wurden lose mit einem Wattestopfen geschlossen, 
um ein Vertrocknen der Pflinzchen zu verhiiten; auf die Reagens- 
réhrchen wurde noch feuchtes FlieBpapier gelegt. Die R6hrchen wurden 
in einen mit elektrischen Lampen geheizten Schrank gestellt und bei 
einer Temperatur von etwa 26 bis 28°C gehalten. Die Pflanzchen sind 
besonders vor einem wenn auch geringen Verlust an Wasserdampf zu 


1 J. Kisser u. I. Beer, Jahrb. f. wiss. Bot. 80, 301, 1934. 
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schitzen, da sonst hydrotropische Reaktionen unter Wirkung det 
feuchten Agarbléckchen eintreten wiirden. Aus diesem Grunde dart 
die Temperatur nicht hoher als 28°C sein. Jeder Versuch setzte sich 
aus mehreren Reihen, jede Reihe aus 10 Pflanzen zusammen. Zur Kon- 
trolle diente in jedem Versuch eine Reihe ohne Agarbléckchen und 
eine zweite Reihe mit Agarbléckchen ohne Zusatz. Die weiteren 
teihen enthielten Agarbléckchen mit der zu untersuchenden Sub- 
stanz. Die Beobachtung erfolgte nach 20 bis 24 Stunden. Schematisch 
ist das Bild einer gereizten Pflanze in Abb. 1 dargestellt. Die chemotro- 


pische Reizung auBert sich im Ablenkungswinkel der Wachstums- 


richtung: gleichzeitig wurde der Zuwachs in Millimetern beobachtet. 
In den Tabellen sind nur die Durchschnittswerte einer jeden Reihe 


Cine und der Durchschnittsfehler, der 


Reizwirkung an nach den Tabellen von Zéller_ be- 
einem Sinapis- 
keimling 
(schematisch). Chemotropische Reizung Zwischen der einseitig chemo- 
eines Keimlings im : : é : ‘ 
iM@anslonsatr on tropischen Reizung, wie sie mit 
(schematiseh). Hilfe der oben beschriebenen Me- 
thode zustande kommt, und der 
iiberwiegend einseitigen Reizung. 
wie sie Porodko im Diffusionsstrom 
hervorrief, bestehen weitgehende 
Unterschiede. Die Reaktion im 
Diffusionsstrom wird durch das 
Konzentrationsgefalle hervorge- 
rufen, berechnet auf die Wurzel- 
dicke. Es ist ein Nachteil der 
Methode, dali die Wurzel, welche 
durch das Gefalle einseitig gereizt 
wird, sich schon im Medium der 
yee sce zu priifenden Substanz befindet. 
winkel. was offenbar die Empfindlichkeit 
b den Zuwachs. erheblich vermindert. Die Methode 
besitzt aber den Vorteil, da®B das 
Reizmittel ununterbrochen wirkt. Das Verhalten der Wurzel im Diffusions- 
strom kann man sich in folgender Weise vorstellen (Abb. 2). 1. Anfangliche 
Lage der Wurzel, deren Langsachse unter einem rechten Winkel zur Rich- 
tung des Diffusionsstromes liegt. 2. In der Zeit ¢, ist die Wurzel um |, ge- 
wachsen, wobei sie auf das Konzentrationsgefalle n, — , in der Weise rea- 
gierte, da® sie von der Lotrichtung um den Winkel ~, abgewichen ist und die 
neue Wachstumsrichtung eingenommen hat. 3. In der Zeit ft, ist die Wurzel 
um /, gewachsen und hat wieder ihre Wachstumsrichtung um einen neuen 
Winkel x geaindert. So kommt eine allmahlich abgerundete Kriimmung 
zustande. Der gréBte Winkel ist 90°, bei dem auf die Wurzel die gleiche 
Konzentration beiderseits wirkt, also kein Konzentrationsunterschied mehr 
reizend wirken kann. 


rechnet wurde, angegeben. 





<—/) ChtUNg aes 
Difesionsstromes 











Abb. 1. 


Dagegen hat die von uns angewandte einseitige Reizung den Nachteil, 
daB sie nur verhaltnismaBig kurze Zeit wahrt. Es wird unter dem Einflul 
des Reizes eine Richtung eingenommen, welche die Resultante zwischen 
der chemotropischen Kraft und dem Geotropismus bildet. Die chemo- 
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tropische Wirkung hért allmahlich auf, sobald sich die Wurzelspitze von 
dem Agarbléckchen entfernt hat. Die Wurzel wachst in der eingenommenen 
Richtung eine Zeitlang fort, bis wiederum die geotropische Kraft sie zwingt, 
die entsprechende Richtung wieder einzunehmen. 

Um eine Vorstellung davon zu gewinnen, wie die Reaktionszeit 
auf die Ablenkung der Wurzel von der Lotrichtung wirkt, wurde folgender 
Versuch vorgenommen. Es wurde als Reizsubstanz eine Lésung von 
001°, Methylviolett in Agaragarbléckchen angewandt, mit denen 
12 Pflanzchen einseitig an der Wurzelspitze belegt wurden. Nach einer 
halben Stunde wurden die Bléckchen von zwei Pflanzchen entfernt, 
nach 1! ,, 2', 31/,, 44, usw. Stunden von je zwei weiteren. Nur bei zwei 
Pflanzchen blieben die Bléckchen bis zur Beendigung der Beobachtungen, 
namlich 20 Stunden. Es ergab sich folgende Wirkung der Reaktionszeit : 


Tabelle I. 





Reaktionszeit 
in Std. 


Sofort nach der Reaktionszeit Nach 20 Std. 


Zuwachs inmm Ablenkungswinkel Zuwachs inmm Ablenkungswinkel 


leicht geneigt 24 0 

‘ 2 28 

30° 34 

36 28 

40) 26 

36 20 

45 28 

55 30 

90 15 

75 18 
20 : 85 
80 

Die Reaktion macht sich schon nach einer halbstiindigen Reizung 
in einer leichten Ablenkung der Wurzelrichtung geltend, doch ist die 
Reizwirkung erst nach 4! /, Stunden stabilisiert. 

In einem zweiten Versuch wurde die Reizung alle 2 Stunden in der 
Weise erneuert, daB alle 2 Stunden das Agarbléckchen mit der Reizsub- 
stanz stets auf die Wurzelspitze geschoben wurde. Als Reizmittel wurde 
0,0001 °,ige Eosinlésung angewandt. Das Ergebnis zeigt Tabelle II. 

Das Verschieben des Reizbléckchens nach der empfindlichen Wurzel- 
spitze bewirkt eine fortwaihrende Ablenkung von der urspriinglichen 
Wachstumsrichtung, so daB eine Winkelablenkung von weit iiber 90° 
erreicht wird. 

Ein wesentlicher Vorteil der oben beschriebenen Methode ist der 
Umstand, daB zugleich mit der Winkelablesung auch der Wurzelzuwachs 
notiert wird, was die Beurteilung der eventuellen Giftigkeit der an- 
gewandten Substanz ermdéglicht. Es kénnen also chemotropische und 
traumatropische Reaktionen nicht verwechselt werden. 
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Tabelle Il. Zuwachs der Wurzel und Ablenkungswinkel vom Lot 
bei Erneuerung der Reizwirkung durch Verschiebung des Agar- 
blockehens. 





Nach 2 Std. Nach 4 Std. Nach 6 Std. Nach 8 Std. 


mm 35° 8 mm_ 65° 12 mm_ 80? 15 mm_ 105° 
37 7 60 10 85 14 108 
30 BE 11 87 13 100 
25 8 f 10 90 14 90 
28 ( Di ri 85 12 95 
30 } 5 10 80 12 100 
35 } ) 8 82 11 110 
38 : 9 80 12 115 
36 58 11 95 13 115 
40 : 10 78 13 90 


oe ee te CO Or ee oe Ot ee 


Bei der Verwendung von Agaragarbléckchen muBte festgestellt werden, 
ob reiner Agaragar nicht chemotropisch wirksam ist und ob nicht etwa 
irgendwelche Erscheinungen durch das Zusammenwirken der zu unter- 
suchenden Substanz mit dem Agaragar zustande kommen. Zu diesem 
Zwecke wurde der Agaragar ausgeschaltet und die Lésung einseitig mit 
Hilfe eines Glasr6hrchens an die Wurzel gebracht. Zu diesem Zwecke wurde 
ein Kapillarréhrchen von 0,1 bis 0,2 mm Weite und 4¢m Linge auf ein 
Drittel der Lange rechtwinklig gebogen; der eine Rand, der an die Wurzel 
angelegt wurde, wurde vorsichtig abgeschmolzen. ._Das R6hrehen wurde 
mit der zu untersuchenden Substanz gefiillt und mit einem Tropfen 
Paraffin an die Glasplatte so befestigt, daB das eine Ende der Rohre an die 
Wurzelspitze reichte. Es wurde eine Eosinlésung von der Konzentration 
5.10°-5° angewandt; die gleiche Lésung diente zum Vergleichsversuch 
mit dem Agaragarbléckchen. 





Ablenkungswinkel im 


4 Z achs i Jurchse 
arehashnitt Zuwachs im Durchschnitt 


Reihe mit Kapillaren 45,7° 26,3 mm 
. » Agarblockchen 47 29 
‘ Die Unterschiede im Ablenkungswinkel zwischen den beiden Reilen 
sind so gering, daB sie in die unvermeidliche Fehlergrenze fallen. Der Agar 
bewirkt also keine Anderung im Ablenkungswinkel. 
Besprechung der Ergebnisse. 

Wie sich aus der angefiihrten Tabelle ergibt, bewirkt das kleine 
Agarblickchen, welches der Wurzelspitze angelegt wird, eine erhebliche 
Wachstumsbeschleunigung, die etwa 24 bis 76°%, betragt. Offenbar 
ist dies dieselbe Erscheinung, die in unserem Institut bereits vor Jahren 
mit Agaragarlésungen beobachtet worden ist!. Zugleich geht aus diesen 
zahlreichen Beobachtungen hervor, daB das Agarbléckchen allein trotz 
der Wachstumsbeschleunigung keine chemotropische Wirkung hervorruft. 

Eine Reihe der untersuchten Substanzen rief eine Wachstums- 
beschleunigung hervor. Meistens war diese Wachstumsbeschleunigung, 


1 B. Niklewski u. A. Krause, Jahrb. f. wiss. Bot. 70, 1929. 
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Tabelle II. Die chemotropische Reizung der Wurzel 
von Sinapis alba. 





Zahl der Exem- 

plare einer Ver- “we 
vr. und Dat — suchsreihe 4U- — Mittlere Ablen- , =e 
“ke mee Reizstott _ . wachs Fehler kungs- vane 
; nicht in mm winkel 
rea- krank 
giert 


rea- 
giert 


10. IV.1935 Ohne Zusatz 10 
Agarblock Reiner Agar 10 
mit 0,5 nNaCl 
NaCl O1 nNa€l 
0.01 n NaCl 
0,005 n NaCl 


12. IV. 1935 Ohne Zusatz 
Agarblock Reiner Agar 
mit 0.1 n NaNO, 
NaNO, | 0,001 nNaNO, 
0,005 n NaNO, 
0,001 n NaNO, 
0,0001 n NaNO, 


Soho ee IS He US 


3. 29. 1V.1935 Ohne Zusatz 
Agarblock Reiner Agar 
mit 0.1 nNa,HPO, 
Na,HPO,) 0,05 nNa,HPO, 
0,01 nNa,HPO, 
0,005 n Na, HPO, 
0,001 n Na, HPO, 


4, 1. V. 1935 Ohne Zusatz 
Agarblock Reiner Agar 
mit 01 nK,SOQ, 

K,S0O, 0.05 nK,SO, { 23, 0,5 40,6° 
0,01 nK,SO, y 27 t 34° 
0,005n K, SO, é 32, t+ 2,1; 25,3° 
0,001 n KsSO, f 33,8 | +: 15,8 


5. 4. V. 1935 Ohne Zusatz 
Agarblock Reiner Agar 
mit 0.2 nKNO, 
KNO, 0.1 nKNO, 
0,05 nKNO, 

0,01 nKNO, 

0,001n KNO, 


» 8. V. 1935 Ohne Zusatz 
Agarblock Reiner Agar 
mit 0,1 n KH,PO,|| 6 
KH,PO, 0.01 nKH,PO, 8 
0,005 nKH,PO,) 9 
0,001 nKH,PO,}|| 10 | 
0,0001n KH,PO, |) 4 
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Tabelle IIT (Fortsetzung). 





Nr. und Datum 
des Versuchs 


7. 10. V. 1935 

Agarblock 
mit 

K,HPO, 


8. 14. VI. 1935 
Agarblock 
mit 


NH,OH 


.17. VI. 1935 
Agarblock 
mit 


NH,NO, 


10. 16. VI. 
1935 
Agarblock 
mit 
NH,H,PO, 


11. 2. VI. 1935 
Agarblock 
mit 
CaCl, 


12.6. VI. 1935 

Agarblock 
mit 

Ca (H,PQ,), 


13. 7. VI. 1986 
Agarblock 
mit 


CaHPO, 


Zahl der Exem- 
plare einer Ver- 
; suchsreihe ZU-  \Mittlere Ablen- 
Reizstoft iain sacar etiaceieees ce ceesssaaatt ORI Peilor kungs- 
“ nicht in mm winkel 
oni rea- krank 
8 giert 


Ohne Zusatz 
Reiner Agar 
0,1 nk,HPO, 
005 nK,HPO, 
0.01 nK,HPO, 
0,005 nkK,HPO, 
0,001 nK,HPO, 
0,0001 n K,H PO, 


Ohne Zusatz 
Reiner Agar 
0.2 nNH,OH 
0.1 nNH,OH 
0,01 nNH,OH 
0,001 n NH,OH 


Ohne Zusatz 
Reiner Agar 
0.22 nNH,NO, 
0.1 nNH,NO, 
0,01 nNH,NO, 
0,001 n NH,NO, 


Ohne Zusatz 
Reiner Agar 
0.1 nNH,H,PO, 
0,01 n NH,H,PO, 
0,001n NH,H,PO, 


Ohne Zusatz 

Reiner Agar 
0,1 nCaCl, 
0,05 nCaCl, 
0.01 nCaCl, 
0,005 n CaCl, 
0.001 n CaCl, 


Ohne Zusatz 
Reiner Agar 
0.1 nCa(H,PQ,), 
0.01 nCa(H,PO,), 
0,005n Ca (H, PO,4), 
0,001n Ca (H, P04), 


Ohne Zusatz 
Reiner Agar 
0.1 nCaHPO, 
0.01 n CaHPO, 


Mittlere 
Fehler 


— Om-10 =) = 
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Tabelle III (Fortsetzung). 





Nr. und Datum 
des Versuchs 


14. 20. V. 1935 
Agarblock 

mit 
Al, (S04) 


15. 22. V. 1935 
Agarblock 
mit 


AICI, 


16: 12, Vi. 
1935 
Agarblock 
mit 
Fe, (S04); 


12,, 10. ¥E. 
1935 
Agarblock 
mit 
NiSO, 


18.14. V. 19385 
Agarblock 
mut 


Hel, 


19. 21. IX. 
1935 
Agarblock 
mit 
UO, (NOs)> 


Zahl der Exem- 
plare einer Ver- ; 
suchsreihe ZU-  Mittlere Ablen- yitttere 


Reizstoft ceipeaabanat wachs |"popjay | KUNES- Pe 
nicht in mm Fehler winkel Fehler 


= h 
ree rea- krank 
& giert 


Ohne Zusatz 10 
Reiner Agar 10 

0,05 n Al, (SO4)3 

0.01 nAl,(SO4)s 

0,005 n Al,(SOq)s 

0.002 n Al, (SQ4q)s 

0,001 n Al, (SO 4), 

0,0001 n Al, (SO4q)s 


to 


gy? 
78,1° 
28,1° 
16.6° 
2()9 


wom ON = 


Ohne Zusatz 

Reiner Agar 
0.05 n AICI, 
0.01 n AlCl, 
0.005 n AICI, 
0,003 n AICI, 


Ohne Zusatz 
Reiner Agar 
0.1, 0.05, 0,01 n 
Fe, (SO4)s 


0,005 nFe,(SO,4)5 
0,001 n Fe,(SOq)s 
0.0001 n Fe, (SO,) 


Ohne Zusatz 

Reiner Agar 
0,01 nNiSO, 
0.005 nNiSO, 
0,001 nNiSO, 
0,0005n NiSO, 
0,0001 n NiSO, 


Ohne Zusatz 
Reiner Agar 
0,01u.0,005nHgCl, 
0,002 nHgCl,— 
0.001 nHgCl, 
0,0005n Hg Cl, 
0.0002 n Hg Cl, 
60,0001 n Hg Cl, 


Ohne Zusatz 

Reiner Agar 
0,01 nUO,(NOs3), 
0,005 nUO (NOs), 6 
0,0025nUO0O(NO;),. 9 
0,001 nUO, (NOs). 10 
0,0005n U O,(NOzg). 10 
00,0001 nUO,(NOs). 6 
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Tabelle III (Fortsetzung). 





Zahl der Exem- 
plare einer Ver- 
suchsreihe Ablen- 

_ kungs- 

winkel 


Mittlere 
Fehler 


Mittlere 
Fehler 


Nr. und Datum rani 
des Versuchs wachs 


in mm 


Reizstoff -- 
nicht 

ca ee 

giert rea- krank 


20. 28. VIII. 
1935 
\garblock 
mit 
Methylviolett 


21. 2. IX. 1935 
Agarblock 
mit 
Kosin 


ae, WOU EX. 
1935 
Agarblock 
mit 
weinsaurem 
Strychnin 


23: 24, TX: 
1935 
\garblock 
mit 


Ohne Zusatz 
Reiner Agar 
0,02 % 
0,01 % 
0,005 % 
0,001 % 
0.0005 % 


Ohne Zusatz 
Reiner Agar 
0.001 
0.0001 
0,00005 % 
0,00001 % 


Ohne Zusatz 
Reiner Agar 


Ohne Zusatz 
Reiner Agar 
20 
= 00 
0 
00 


giert 


10 
10 


10 | 


10 | 

10 ; 

1 16, 
25 

10 | 29,6 

10 ol, 


10 | ot 
10 36 

2 2,2 
10 5,0 


os 


a 


mde moc 
loom 


bo hm bo bow 
to 


+ ( 
+. ( 


So eon 


to bo 
Om ho = 


ms He 
or 


FS. 


~30,6° 
6° 


) 
Coffein 1 (? 
6 


0° 


0,5° 9 10 11,4 | +1, 
0,1°/o5 10 22 me 


die nur durch sehr niedrige Konzentrationen hervorgerufen wurde, sehr 
gering und fiel in die Fehlergrenze, doch scheint sie bei einigen der Salze 
etwas schiérfer hervorzutreten, wie bei Natriumnitrat, zweibasischem 
Kaliumphosphat, saurem Ammoniumphosphat, Aluminium- und Eisen- 
sulfat, Quecksilberchlorid und Uranylnitrat. 

Die besten chemotropischen Erscheinungen traten im allgemeinen 
bei Anwendung von Lésungen ein, welche wachstumshemmend wirkten. 
Doch sind diese Erscheinungen durchaus bei gesunden Pflanzen zu 
beobachten. Alle chemotropischen Kriimmungen waren positiv, d. h. die 
Wurzel kriimmte sich nach der Seite des angelegten Agarbléckchens. 
Kinige Falle von negativen Kriimmungen, wie bei Eisensulfat und bei 
Coffein, sind zweifelsohne als pathologische Erscheinungen anzusehen, 
zumal diese Substanzen stark wachstumshemmend wirkten. Ebenso 
ist wohl auch die Wirkung des Strychnins zu beurteilen. Die Behauptung 
Porodkos, daB dieselben Salze, welche bei niedrigen Konzentrationen 
positive chemotropische Reaktion hervorrufen, bei héheren Konzen- 
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trationen eine negative Reaktion auslésen, konnte nicht bestatigt werden. 
Dies ist um so mehr hervorzuheben, als die witersuchten Substanzen 
in allen in Frage kommenden Konzentrationen angewandt wurden, 
beginnend mit giftig wirkenden hohen Konzentrationen bis zu den 
niedrigsten. 

Wie die positiven Reaktionen zustande kommen, ist besonders 
auf histologischem Wege untersucht worden. Dariiber wird in einer 
besonderen Mitteilung berichtet werden. 

Ferner konnte auch die Behauptung Porodkos nicht bestatigt 
werden, daB das Anion im allgemeinen eine positive, das Kation eine 
negative Reaktion auslést. Vielmehr kommt die positive Reaktion 
gewissen Jonen in stérkerem, anderen in schwacherem Mabe zu. Vor 
allem wirkt stark chemotropisch das Phosphation (Nr. 3, 6, 7, 10, 12). 
Eine maBige Reaktion ruft das NO,-Jon hervor (Nr. 2, 5), schwacher 
wirken Chloride (Nr. 1). Von den Kationen scheint besonders das 
Kalium zu wirken, schwaécher wirkt das Calcium, ohne Wirkung 
ist das Ammonium. Besonders stark chemotropisch wirken die Hg’-, 
Al’’- und Fe™’-Ionen und das UO,-Ion. Diese Untersuchungen miissen 
weiter ausgebaut werden, da die Zahl der untersuchten Salze verhiltnis- 
maBig gering war. 

Durchaus konnte die Behauptung Porodkos nicht bestatigt werden, 
da eine chemotropische Wirkung nur den Elektrolyten zukommt. 
Als die besten chemotropischen Reizstoffe haben sich die Farbstoffe, 
wie das Eosin sowie auch das Methylviolett, erwiesen. Ebenso zeigt 
eine Reihe von Kolloidstoffen eine chemotropische Wirkung, tiber die 
besonders in der nachsten Mitteilung berichtet wird. 


Zusammenfassung. 
1. Chemotropische Reizwirkungen an Wurzeln wurden in der 


Weise untersucht, da die Reizstoffe in kleinen Agarbléckchen der 
Wurzelspitze einseitig angelegt wurden. Nach einer 4 bis 5 Stunden 


dauernden Wirkung anderte sich unter Uberwindung des geotropischen 
Reizes die Wachstumsrichtung der Wurzel. Beobachtungen wurden 
nach 20 Stunden gemacht. 


2. Es wurden fast nur positive Kriimmungen beobachtet. In den 
wenigen Fallen, wo negative Kriimmungen zustande kamen. sind diese 
auf pathologische Erscheinungen zuriickzufiihren. 

3. Stark positiv chemotropisch wirkten das Phosphation, schwacher 
das NO,-Ion. Von den Kationen wirkte neben Kalium besonders stark 
das Hg’, Al’, Fe und das UO). 

4. Es wirken nicht allein die Elektrolyten, sondern auch orga- 
nische Stoffe, wie Eosin und Methylviolett, stark chemotropisch auf 
die Pflanzenwurzel. 





Uber den Chemotropismus der Pflanzenwurzel. 
II. Mitteilung: 
Uber die chemotropische Reizung der Wurzel durch Kolloidsubstanzen. 
Von 
B. Niklewski, H. Brodowska, M. Dydo und M. Kahl. 
(Aus dem Institut fiir Pflanzenphysiologie und Agrikulturchemie der 
Universitat Poznan.) 


(Eingegangen am 17, April 1936.) 


In einer Reihe von Untersuchungen, die in den letzten sieben 
Jahren in unserem Institut durchgefiihrt wurden, ist festgestellt worden, 
daB gewissen Humusstoffen eine besondere Aktivitét dem Pflanzen- 
organismus gegeniiber zukommt, so daB das Wurzelsystem durch diese 
Stoffe erheblich stimuliert wird!. Das gleiche Verhalten der Pflanzen 
gegeniiber gewissen Humussubstanzen ist von R. Lieske? und ebenso von 


Blagowestschenski und Prosorowskaja® beobachtet worden. Es war 
daher von Interesse festzustellen, ob diesen Stoffen die Fahigkeit 
zukommt, orientierend auf die wachsenden Wurzeln zu wirken. Im 
Jahre 1934 sind unter Mithilfe von Frl. JJ. Dydo und M. Kahl dies- 
beziigliche Versuche angestellt worden und mit Frl. H. Brodowska wurde 
1935 versucht, Anhaltspunkte dariiber zu gewinnen, welche Kolloid- 
substanzen chemotropische Reizwirkungen auszulésen vermégen, und 
ob diese Fahigkeit mit gewissen chemischen bzw. physikalischen Eigen- 
schaften der K6érper in einem Zusammenhange steht. Insbesondere 
ist auf die TeilchengréBe der Kolloide Riicksicht genommen worden. 

Zur Feststellung der chemotropischen Reizwirkung ist die von uns 
ausgearbeitete und in der ersten Mitteilung beschriebene Methode an- 
gewandt worden. 


I. Versuche mit wisserigen Extrakten aus Stallmist‘. 


Als Humusstoffe wurden wasserige Extrakte von Stallmist verwandt, 
welche in der Weise hergestellt wurden, da8 gut verrotteter Stallmist, etwa 
100 g, mit 200 cem Wasser iibergossen wurde; nach 24 Stunden wurde das 
Wasser abgegossen und dieses Auswaschen vier- bis fiinfmal wiederholt, bis 
ein klarer, hellgelber Extrakt erhalten wurde, welcher frei war von iibel- 
riechenden Faulnissubstanzen. Ein solcher Extrakt wurde als 100 °%ige 
Ausgangslésung betrachtet. Er enthielt sehr wenig lésliche Humussubstanzen, 


1 B, Niklewski, Jahrb. f. wiss. Bot. 78, 431, 1933. — ? R. Lieske, 
Zeitschr. f. angew. Chem. 45, 121, 1932. —- * Blagowestschenski u. Prosorows- 
kaja, diese Zeitschr. 274, 341, 1934. — ‘ Ein ausfiihrlicher Bericht dieser 
Versuche ist in Roezniki Nauk Rolniczych i LeSnych 84, 1935 erschienen. 
B. Niklewski, M. Kahl u. M. Dydo (polnisch), Uber die chemotropische 
Reizung der Wurzel. 
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namlich in 100 cem 0,01555 g¢ léslicher, mit Salzsaure fallbarer Humus- 
substanz. Um zunachst festzustellen, ob die fallbaren Humusstoffe die 
chemotropischen Reaktionen hervorrufen, wurden aus 50 ccm Mistextrakt 
die Humusstoffe mit 20cem 10°%iger Salzséiure gefallt, auf ein Viertel 
eingedampft, die Humussubstanzen abfiltriert, bis zum Verschwinden der 
Chlorreaktion gewaschen und die Humusstoffe in 40 cem Wasser durch 
gelindes Erwirmen gelést und mit dem klaren Filtrat chemotropische 
Versuche ausgefiihrt. 


Tabelle 1. Versuche mit Extrakten aus Stallmist. 





XN Zahl der Exemplare 
Pye Ml Reizstoff einer Versuchsreihe = Zuwachs  Mittlere seni Mittlere 
; . in 0 —__—___— : ~ aie cungs-| pene 
Versuchs in °/9 ee aiehi in mm Fehler winkel | Fehler 


giert reagiert krank 


1. Ohne Zusatz 9 20.9 
26.X.1984 | Reiner Agar 6 95.2 
Agarblock | 50 1 33,3 

mit 20 : 34,5 
Extrakt 10 : F 43 

l ) 4 37,8 

0,1 f 8 2 29.8 

0,01 3 82:3 

0,001 : 6 36.9 


“HEHE He HE He 


HH 


2. Ohne Zusatz 8 6,1 
29.X1, 1934 Reiner Agar 10 15.5 
Agarblock 1 13,9 

mit 0.1 15.3 

Extrakt 0,01 12,8 
0,001 13,8 
0,000 1 5 é 16,1 
0,000 01 9 16,4 42 
0,000 001 8 14,3 32 


Der Extrakt wirkte stark chemotropisch, selbst in der starken Ver- 
diinnung von 1 : 100000000. Obige zwei Versuche sind einer Reihe von 
ahnlichen Versuchen entnommen, welche ganz ahnliche Ergebnisse 


35 
61 
40 
37 


tS Om © 
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5 ae as 
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lieferten. 


Tabelle I]. Ausgeschiedene Humusstoffe (aus Stallmist). 





Zahl der Exemplare a 
einer Versuchsreihe - Ab- - | Mittlere 
lenkungs- Fehler 

winkel 


Mittlere 
Fehler 


Nr. und ; 

es Reizstoff 
) 5 : 
Datum des in 9, 


Versuchs rea- nicht ne 
giert reagiert krank 





S. Ohne Zusatz 9 
6. X. 1934 Reiner Agar 10 


Agarblock 50 6 3 370 4+. 5.0 


‘ait 20 I 5 £41) 40 | £44 
Humuslésung 10 1 + 4, 64 + 32 
ee 2 3998 +49 45 +34 

0,1 2 4 + 1,2 40 + 4,8 

Die Wirkung der in der angegebenen Weise isolierten und wieder 
gelésten Humussubstanz zeigt Tabelle I]. Aus ihr ergibt sich, dab die 
wirkende Substanz die faillbaren Humusstoffe sind. 





B. Niklewski, H. Brodowska, M. Dydo u. M. Kahl: 


If. Anorganische Kolloide. 
1. Kolloidales Ferrthydroxyd. 
Zu den Versuchen diente eine Lésung von Eisenhydroxyd, die aus 
Ferriacetat durch Fallen, Waschen und Peptisieren in Wasser her- 
gestellt war. Mit dieser Lésung, welche px — 3,4 hatte und deren Teilchen 


wahrscheinlich positiv geladen waren, wurden chemotropische Reiz- 


wirkungen erzielt. 
Tabelle III]. Ferrihydroxyd. 





Zahl der Exemplare 
einer Versuchsreihe Mittlere Ab- Mittlere 
— lenkungs- *), 

Fehler winkel Fehler 


Nr. und tt a 
Datum des Reizstoft 
in 9/5 


Versuchs . rea- nicht 
giert reagiert 





in mm 


Zuwachs 


4. 

H. Brodowska’ Reiner Agar " 28,0 +3, 17,59 +: 
1.1V.1935 1 23.6 + 22.2 + 
Agarblock 0,5 25,0 ie 21,0 

mit Fe(OH), 0,1 j ; 29.1; +22 17,6 


5. 
Dydou. Kahl | Ohne Zusatz 
2. VII. 1934 Reiner Agar 
Agarblock 10 
mit Fe(OH). 1 
0.1 
0,01 
0,001 
0,000 1 
0,000 01 9 


24,2 
43,1 


oo 


48 
48 
63 
71 
39 
38 


io) 


38,9 
48,3 
37,2 
42,4 
34,5 
38,7 


te 


wo 
tO Coe I 


~ 


Kin weiteres Praparat wurde auf folgende Weise hergestellt: 5 g FeCl, 
in 100 cem Wasser wurden mit 15 cem 25°,igem Ammoniak stark ge- 
schiittelt, darauf filtriert, sofort stark gewaschen und unter dem RiickfluB- 
kiithler 20 Stunden lang erwarmt, entwassert und peptisiert. Mit diesem 
Praparat wurden bei verschiedener Konzentration Ablenkungswinkel der 
Wurzel hervorgerufen, bei 1% 65°, bei 0,1 23°, bei 0,01 °%% 33,5°. 


Das Ferrihydroxyd iibt also eine deutliche chemotropische Wirkung 
aus. 
2. Kolloidale Silberlésung. 


Es wurde eine kolloidale Silberl6sung, hergestellt nach der Methode 
von Bredig, verwendet, pu = 5,8, negativ geladen. Teilchengr6Be 50 bis 
70 muy. Eine zweite Silberl6sung wurde nach der Methode von Carey Lea 
mit Hilfe von Tannin erhalten: 24 g trockenes Natriumearbonat in 1200 cem 
Wasser mit 72 ccm einer 4 °,igen filtrierten Tanninlésung versetzt. Dieser 
alkalischen Lésung wurden 24g AgNO, in kleinen Portionen zugesetzt. 
Nach 2 Tagen wurde dekantiert und vom schwarzen Niederschlag ab- 
filtriert. Beide Lésungen iibten eine gleiche chemotropische Wirkung aus, 
wobei die Wurzeln um etwa 20 bis 30° gekriimmt wurden. 

Tabelle IV enthalt einen weiteren derart'gen Versuch. 


Héhere Konzentrationen als 1% der Ausgangslésung wirken giftig. 
In niedrigen Konzentrationen ist eine starke chemotropische Reiz- 
wirkung beobachtet worden. 
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Tabelle IV. Kolloidale Silberl6sung (Methode nach Brediq). 





Zahl der Exemplare 

Nr. und Reizstoff einer Versuchsreihe 

Datum des 
Versuchs 


Ab- 
lenkungs- 
winkel 


Mittlere 
Fehler 


Mittlere 
in 0 SRSEISGAEN GOPErSe"e%Ge Games |e: Fehler 
” rea- nicht krack 
giert reagiert 2 


6. Ohne Zusatz 10 
2.X.1934 | Reiner Agar 10 
Agarblock 0 

mit ; 
Silberlosung 0,1 
0.01 


0,001 
0,000 1 
0,000 O1 


” 


3. Kolloidale Goldlésung. 


Aus dem Institut fiir Physikalische Chemie erhielten wir eine Gold- 
losung, geschiitzt mit Dextrin, py 6,9, mit negativer elektrischer Ladung, 
wahrscheinliche Grobe der Teilchen 20 bis 30 mu (vielleicht bis 60 my), 
hergestellt nach der Methode von R. Zsigmondy. Es wurde folgendes 
Resultat erhalten (Tabelle V). 


Tabelle V. Goldlésung. 





Zahl der Exemplare 
y - sine Jers sreihe 
Nr. und Reizstoft einer Versuchsreihe 
Datum des in 0 
- 0 
Versuchs rea- nicht ean 
giert reagiert 


Mittlere 
Fehler 


. Ab- 
Mittlere ‘ 
Fehler lenkungs- 


winkel 





in mm 


Zuwachs 


= 


‘. 

Dydou. Kahl Reiner Agar ) 5,0 + 1 04 
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losung 0,01 } é 8) + 0,6 + 1.8 


8. 
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Das von Dydo und Kahl verwendete Praparat war durch Tannin- 
reduktion hergestellt. 

Es wurde ferner eine Goldlésung benutzt, welche nicht mit Dextrin 
geschiitzt war und am niichsten Tage eine violette Farbung annahm, was 
auf ein Altern des Kolloids hinwies; es zeigte sich, da von zehn Pflanzen 
nur vier chemotropisch reagierten. Als das am 26. Mai 1935 erstmals 
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benutzte Praparat 11 Tage spater nochmals gepriift wurde, blieb die chemo- 
tropische Reaktion aus. 

Es zeigt sich also, daB die Goldlésungen recht verschieden wirken, 
was mit ihrem Kolloidzustand zusammenhangt. 


4. Kolloidale Kupferlésung. 


Eine solche Losung wurde aus dem Institut fiir Physikalische Chemie 
erhalten, hergestellt nach der Methode von Bredig, py = 5,9, Teilchengr6éBe 
gréBer als in der Silberl6sung. Es wurden von der Lésung Verdiinnungen 
von 0,0001 bis 1% hergestellt. Es ist merkwiirdig, daB die 1 %ige Lésung 
nicht giftig auf die Pflanzen gewirkt hat. Es wurden zwei Versuche am 
31. Mai und 19. Juni durehgefiihrt. Der zweite Versuch gab folgendes 
Resultat (Tabelle V1). 


Tabelle VI. Kupferlésung. 





Zahl der Exemplare 
Nr. und Reizstoff einer Versuchsreihe 
Datum des in 0 oe tipthatnpli ea cctinig tase ended 
Versuchs rea- nicht Lrank 
giert reagiert ‘ 


Mittlere , 4>- _ Mittlere 


Me lenkungs- “yy. 
Fehler winket Fehler 


in mm 


Zuwachs 


_v. 7 1 E 250 +4, 11,2° 

19. VE. 19385 4 216 +21 241 
Agarblock 0,01 : 31.2 + 2: 23,3 
mit 0,001 80.2 +41, 21,7 
Kupferlésung 0.0001 1 293 +13 34,8 


Auch die Kupferlésung ist demnach chemotropisch deutlich wirksam. 
5. Arsensulfid. 

Eine kolloidale Arsensulfidlésung erhielten wir ebenfalls aus 
dem Institut fiir Physikalische Chemie, sie hatte pu = 5,5, negativ 
elektrische Ladung, TeilchengréBe etwa 60 bis 70 my. Die Lésung 
war nach der Methode von Schultze in der Weise hergestellt, daB eine 
gesattigte Lésung von Arsentrioxyd mit Schwefelwasserstoff versetzt 
wurde, nochmals mit Arsentrioxyd gesattigt und wieder mit Schwefel- 
wasserstoff versetzt wurde; es wurde 37,46 %iges Hydrosol erhalten. 
Es zeigte sich, daB davon eine 1 %ige Verdiinnung stark giftig wirkte, 
aber die 0,1°% ige Lésung wirkte bereits chemotropisch, wie aus 
Tabelle VII ersichtlich ist. 

Tabelle VII. Kolloidales Arsensulfid. 





Zahl der Exemplare 
7 »j , ¥ . sq j > 
Nr. und Reizstoff einer Versuchsreihe 
Datum des in /, ees Saree Sa oe 
’ rhe ) pa- | ni 
Versuchs rea- | nicht saa 
giert |reagiert 


Mittlere 
Fehler 


Mittlere 
Fehler 


Ab- 
lenkungs- 
winkel 


in mm 


Zuwachs 


10. 
12. IX. 1935 1 
Agarblock 0.1 
mit 0.01 
Arsensulfid- 0,001 | 
losung Reiner Agar || 


want @ 
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In der 0,1°,igen Lésung fanden sich zwei Pflanzen, welche eine 
negative chemotropische Kriimmung zeigten, die auf traumatropische 
Reaktion zuriickzufiihren war. 


6. Quarzaufschwemmung in dest. Wasser. 

Es wurden 0,5 g feingepulverter Quarz in 50 cem dest. Wasser 
aufgeschwemmt und auf dem Apparat nach Afterberg 8 Stunden so 
fraktioniert, daB die Teilchen nicht gr6Ber waren als 0,002 mm. Eine 
solche Aufschwemmung rief keine chemotropische Reaktion hervor. 


Il. Organische Kolloide. 
1. Mastix. 

Es ist dies ein Harz, welches zu den Terpenen zu rechnen ist: es 
enthilt eine Reihe von sauren Produkten, die in Alkohol léslich sind, 
pu — 4,8. Die Lésung wurde im Institut fiir Physikalische Chemie 
auf folgende Weise hergestellt: Das Harz von Pistacia lentiscus, aus 
der Familie Anacardiaceae, wurde in 1° ,iger Alkohollésung tropfen- 
weise in die l0fache Menge Wasser unter stetem Riihren gegossen. 
Dann wurde auf 80° erwarmt, so daB sich der Alkohol verfliichtigte, und 
abfiltriert. Zu den Versuchen wurden Verdiinnungen von 0,01 bis 10°, 
verwendet. 

Tabelle VIII. Mastix. 
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einer Versuchsreihe Ab- Mittlere 

lenkungs- Wahine 
winkel 
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Nr. und Reizstoff 
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Die Mastixlésung rief also chemotropische Reaktionen hervor. 


2. Harze. 

Gummigutt, ein Harz aus Garcinia, rief in einer Lésung von 0.1 °,, 
bei 70° der Pflanzen chemotropische Reizwirkungen hervor. Das 
Dammaraharz, im Autoklaven gelést, bewirkte bei 60°, der Versuchs- 
exemplare chemotropische Kriimmungen. 


3. Stdrkelésung 
in einer Konzentration von 0,01 bis 1°, rief keine bemerkenswerten 
chemotropischen Kriimmungen hervor. 
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4. Eiweifstoffe. 

Es wurde besonderer Wert darauf gelegt, zu entscheiden, ob 
Hydrosole von EiweifS chemotropische Reaktionen hervorrufen. EiweiB 
aus einem Hiihnerei zu Agaragar zugesetzt, rief eine deutliche 
Reaktion bei 80 bis 90°% der Falle hervor, wobei der Ablenkungs- 
winkel bis 25° betrug. Doch konnte diese Erscheinung nicht als Be- 
weis der chemotropischen Wirksamkeit der Eiweibstoffe angesehen 
werden, da ja dieses mit vielen anderen Stoffen verunreinigt ist. 
Besondere Untersuchungen mit verschiedenen Aminen gaben dariiber 
AufschluB, daB diese Stoffe bisweilen stark chemotropische Wirkungen 
hervorrufen. 

Das Glykokoll rief keine chemotropische Reaktion hervor. 

Alanin und Leucin riefen eine schwache, Asparaginsaure eine 
deutliche chemotropische Reaktion hervor, letztere besonders in einer 
1 und 0,1°% igen Lésung. Dagegen war das Asparagin wirkungslos, 
ebenso der Harnstoff. Die Wirkung des Tyrosins war undeutlich, das 
Tryptophan wirkte nur in starkeren Verdiinnungen, da eine Lésung 
von 0,5°, giftig wirkte. 

Das Pepton wirkte stark chemotropisch, wie aus folgender Tabelle 
hervorgeht. 

Tabelle IX. Pepton. 





Zahl der Exemplare 

Nr. und Deinatotl einer Versuchsreihe 

Datum des in 0 
Versuchs rea- nicht 

. ; krank 

giert reagiert rank 


Ab- ‘ 
: Mittlere 
lenkungs- Fehler 


winkel 


Mittlere 
Fehler 


in mm 


Zuwachs 


12. 
10. I. 1936 Reiner Agar 2 8 33,5 
Agarblock 1 9 1 1 24h + 70,39 | + 

mit 0.1 10 86.5; +28 | 3875 | +2, 
Pepton 0,01 7 3 3 305 + 320 +3,6 


8,0 
3 


Das Edestin, welches zu den pflanzlichen Globulinen gehért, rief 
eine sehr schwache chemotropische Reaktion hervor. 

Mit Riicksicht auf die verschiedenen Abbauprodukte, welche sich 
chemotropisch wirksam erwiesen haben, wurde eine Eiweiblésung von 
0,1 und 0,01L°, dialysiert; dieses so gereinigte Praparat rief nunmehr 
keine chemotropische Reaktion hervor. 


IV. Besprechung der Ergebnisse. 

Durch vorliegende Versuche ist der Beweis erbracht worden, dab 
chemotropische Reizwirkungen nicht allein von molekularen Lésungen, 
sondern auch von Kolloidsubstanzen ausgelést werden. 

Bei der durch Molekularlésungen hervorgerufenen Reaktion diirfen 
wir annehmen, daB die Ionen aus dem Agarbléckchen in die Wurzel- 
zellen hineindiffundieren und durch entsprechende Reaktionen zu 
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Krimmungen AnlaB geben. Doch bei Kolloidstoffen ist eine solche 
Annahme unzulassig. Nach allem, was wir iiber die Permeabilitat der 
Plasmamembran wissen, ist die Annahme ganz unwahrscheinlich, daB 
die Kolloidsubstanzen, wie kolloidales Silber, Gold, Eisenhydroxyd, 
Kupfer, Schwefelarsen, Humusstoffe in die Pflanzenzelle eindringen 
konnen. Wir diirfen allerdings annehmen, daB die Agaragargallerte 
diesen Kolloidstoffen gegeniiber keinen Widerstand bei der Diffusion 
entgegenbringt!. Es ist auch unsererseits der experimentelle Nach- 
weis erbracht worden, daB in der Agargallerte eine schnelle Diffusion 
einer kolloidalen Silberlésung stattfindet. 

Die chemotropische Reaktion kommt also wahrscheinlich in der 
Weise zustande, da die Kolloidteilchen an die Wurzelzellen anprallen, 
wodurch ein Reiz ausgelést wird, welcher chemotropische Kriimmungen 
zur Folge hat. Wie sich diese Kriimmung vollzieht, dariiber wird in 
einer der folgenden Mitteilungen ausfiihrlich berichtet werden. 

Aus den mitgeteilten Versuchen sind insbesondere folgende Be- 
obachtungen hervorzuheben. 

1. Eine Quarzsuspension, deren maximale Teilchengr6éBe aller- 
dings groB war und bis 0,002 mm betrug, vermochte keine chemotro- 
pische Reaktion auszulésen. 

2. Kolloidlésungen von Gold, Silber, Eisenhydroxyd, Kupfer, 
Schwefelarsen, deren TeilchengréBe unter 100 mu betragt, vermochten 
eine sehr gute chemotropische Reaktion auszulésen. Ebenso wirkten 
Lésungen von Mastix und Gummigutt. Starke chemotropische Reiz- 
wirkungen lésen die im Stallmist vorhandenen Humuskolloide aus. 

3. Sobald die Lésungen koagulieren, was an einer Gold- und Silber- 
lésung festgestellt werden konnte, verloren sie die Fahigkeit, chemo- 
tropische Reaktionen auszulésen. 

4. Dagegen vermégen die Hydrosole von Agaragar, Eiwei® und 
Edestin, deren Teilchen submikroskopisch nicht mehr sichtbar sind, 
keine chemotropischen Reaktionen hervorzurufen. Wenn auch rohes 
HiithnereiweiB diese Reaktionen auslést, so ist dies auf den Gehalt von 
verschiedenen anderen Substanzen zuriickzufiihren, welche in dem 
Eiweif8 enthalten sind. 

5. Es diirfte daher die Annahme gemacht werden, dab die chemo- 
tropische Reaktion der Wurzel durch Anprall der Kolloidteilchen zu- 
stande kommt, dies aber nur bei einer bestimmten GréBe der Teilchen 


_mdéglich ist. 


' Colloid Chemistry, Theoretical and applied col. and edited by Jerone 
Alexander vol. I. theory and methods, p. 751. New York 1926; H. Bechhold, 
Die Kolloide in Biologie und Medizin 1920, 8S. 53; H. N. Holmes, Laboratory 
Manual of Colloid Chemistry, New York 1934; R. £. Liesegang, Abderhaldens 
Handb. d. Biol. Arbeitsmethod., Abt. III, T. B, 8. 33; Methoden der Kolloid- 
forschung, 1929. 








Nephelometrische Untersuchungen der Bluteiweibkoérper. 
I. Quantitative Globulinschnellbestimmung. 
Von 
Kurt Plotner. 
(Aus der Medizinischen Klinik, Jena.) 
(Eingegangen am 20, April 1936.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die zweifellos hochwichtige Eiweifzusammensetzung des Blut- 


plasmas bzw. Serums, das sogenannte Serumbild, konnte bisher nur 


ungentigend ausgewertet werden, weil es an Methoden fehlte, die mit 
geniigender Exaktheit klinische Serienuntersuchungen erlaubt hatten. 

Die Fallungsmethoden der Serumeiwei8kérper sind viel zu um- 
standlich, die bekannten physikalischen Methoden der Refraktometrie 
und Viskosimetrie zu sehr nur mittelbare Methoden und auch nicht 
streng exakt. Immerhin zeigt die Literatur, namentlich die Arbeiten 
Ellingers, in welchem MaBe bedeutungsvoll die Beriicksichtigung der 
SerumeiweiBkérper fiir Physiologie, Pharmakologie und Therapie ist. 

Zur Globulin- bzw. Albuminbestimmung standen uns zur praktischen 
Anwendung in der Klinik im wesentlichen bisher folgende Methoden zur 
Verfiigung: 

1. Die gravimetrische Methode, 

2. die refraktometrische Methode von Robertson, 

3. die viscosi-refraktometrische Methode von Rohrer, 

4. die Methode von Howe. 

Die gewichtsanalytische Bestimmung ist die bisher genaueste und ist 
auch diejenige, die als Eichungsgrundlage allein in Frage kommt, obwohl sie 
dié meisten Kenntnisse in ihrer Ausfiihrung verlangt. Sie ist aber fiir den 
klinischen Betrieb viel zu umstandlich und hat sich deswegen in keiner Weise 
eingebiirgert. Auch das Verfahren von Starlinger und Hart/'! konnte sich nicht 
durchsetzen. 

Die bekannte Methode von Robertson erfreut sich im klinischen Labo- 
ratorium einer gewissen Bevorzugung, da als messendes Instrument nur das 
Refraktometer verwandt wird. In seinen ausgezeichneten Untersuchungen 
hat besonders Deseé? diese Methode einer genauen Nachpriifung unterzogen. 
Das Ergebnis dieser Arbeit war eine Ablehnung der Methode. Robertson 
nimmt als spezifischen Refraktionswert des Albumins einen Wert von 
0,001 77, fiir den des Globulins einen Wert von 0,002 29 an. Da Seren mit sehr 
verschiedenem Globulingehalt dennoch fiir das GesamteiweiB eine durchaus 
konstante spezifische Refraktion aufweisen, ist es natiirlich unméglich, dali 
die einzelnen Fraktionen eine wesentlich voneinander verschiedene speziti- 
sche Refraktion haben kénnen. 


' Diese Zeitschr. 160, 113, 1925. — * Ebenda 217, 197, 1930. 
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Die Rohrersche Methode! beruht auf der Erscheinung, dais Mischungen 
von Albumin und Globulin in verschiedenem Verhaltnis betrachtliche 
viskosimetrische Unterschiede aufweisen. Rohrer hat eine Tabelle aufgestellt, 
aus der auf Grund des Viskositats- und Refraktometerwertes der Albumin- 
bzw. Globulingehalt eines Serums sofort entnommen werden kann. Berger 
und Petschacher konnten bei der Nachpriifung der Rohrerschen Methode 
keine Ubereinstimmung mit der Aussalzmethode feststellen. Starlinger und 
Hartl? kommen bei ihrer kritischen Uberpriifung des Verfahrens zu dem 
Ergebnis, daB keine Ubereinstimmung mit den nach anderen Methoden 
erhaltenen Werten besteht. 

Die Methode von Howe?*® wird wohl heute am meisten angewandt. Sie 
beruht auf der kjeldahlometrischen Stickstoffbestimmung der mittels 
Natriumsulfathalbsattigung fraktionierten EiweiBkorper. Starlinger, Spaeth 
und Winandts lehnen die Gleichheit der Ammoniumsulfatfalhung und der bei 
37° mit Natriumsulfat durchgetiihrten Fallung ab. Arndt und Hafner kommen 
bei ihren Nachpriifungen zu einem tibereinstimmenden Ergebnis. Zweitellos 
ist, daB die bei 37° durchzufiihrende Natriumsulfatfallung leichter Fehler- 
moglichkeiten in sich birgt, als die Ammoniumsulfathalbsattigungsmethode. 
Ein Nachteil der Howeschen Methodik liegt im zweiten Teil des Verfahrens. 
Dieser griindet sich auf die Tatsache, dal} der Stickstoffgehalt der Eiweil- 
kérper nur in geringen Grenzen schwankt. Der kjeldahlometrisch ermittelte 
Stickstoffgehalt wird zur Bestimmung des Eiweibgehaltes verwandt. Da 
aber nach Hammarsten* die Grenzwerte der Eiweibstickstoffanalyse 15,0 bis 
17,6 °, betragen, so sind hier Fehlerméglichkeiten vorhanden, die keineswegs 
zu vernachlassigen sind. Die Tatsache, dafi der Globulingehalt aus der 
Differenz Gesamteiweils — Albumin ermittelt wird, vermindert ebenfalls die 
Genauigkeit des Verfahrens. Trotzdem mu anerkannt werden, dai die 
nach Howe ermittelten Globulinwerte im Vergleich zu den nach den Methoden 
von Rohrer und Robertson bestimmten, die bei weitem genaueren sind. 


Das Ziel dieser Arbeit war, fiir die Klinik eine durchaus zuverlassige, 
jedoch auch von Hilfskraften schnell ausfiihrbare Methode der Be- 
stimmung des Serumglobulins auszuarbeiten. 

Nach genauer Uberpriifung der fiir unsere Zwecke in Frage kom- 
menden Methoden ergab sich, da die Nephelometrie fiir unsere Frage- 
stellung so Vorziigliches leistete, daB eine andere Methode im klinischen 
Betriebe sich daneben kaum behaupten wird. 

Die Nephelometrie ist von Rusznyak? zur Bestimmung des Gesamt- 
eiweiBgehalts und zur Globulinbestimmung im Serum bereits angewandt 
worden. Zur Messung verwandte der Autor ein nach seinen Angaben um- 
gearbeitetes Chromophotometer nach Plesch. Das Verfahren arbeitet 
folgendermaben: 0,1 cem Serum wird mit 25 cem halbgesattigter Ammo- 
niumsulfatlésung zur Falling der Globuline versetzt, in einer weiteren gleich- 
groBen Serummenge wird durch Zusatz ganzgesiattigter salzsaurer Ammo- 


1 Deutsch. Arch. f. klin. Med. 121, 221, 1916; Schweiz. Med. Wochenschr. 


62, 555 u. 789, 1922. 2 Diese Zeitschr. 160, 151, 1925. 3 Howe, 
J. of biol. Chem. 49, 43, 109, 1921. 4 Zitiert nach W. Berger, Das Ei- 


wei im Blutplasma, Handbuch der allgem. Hiimatologie, S. 1178, 1935. 
5 Rusznyak, diese Zeitschr. 133, 370, 1922. 
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niumsulfatl6sung das GesamteiweiB gefallt. Die entstandenen Triibungen 
werden gegeneinander nephelometriert. 


Von Rona und Kleinmann' wurde das Verfahren abgelehnt, da es dem 
nephelometrischen Grundgesetz ,,Vergleich nur aquidisperser Lésungen‘‘ 
nicht entspricht. Auch Salomon? kommt bei der Nachpriifung der Angaben 
Ruszenyaks wegen ungleichmaBiger Flockung zu einer Ablehnung der 
Nephelometrie. 

Wir konnten bei unseren Versuchen diese ablehnende Kritik der Nephe- 
lometrie nicht bestatigen, allerdings glauben auch wir, daB nach dem oben 
angegebenen Verfahren exakte Ergebnisse nicht erzielt werden kénnen. 

In neuerer Zeit wurde die Nephelometrie von A. Schmitz und F. Wul- 
kow*® zur Aufstellung des sogenannten ,,EiweiBspektrums** verwendet, ohne 
daB die genannten Autoren quantitative Schliisse aus ihren Messungen 
ziehen wollten. G. A. Rademaker* berechnet nach der eben angefiihrten 
Methode einen Albumin-Globulinquotienten. A. Schmitz® auBert sich in 
seiner Bemerkung zur nephelometrischen EiweiBbestimmung im Serum 
hierzu und hat Bedenken, daB dieser Triibungsquotient mit dem gravi- 
metrisch bestimmten Albumin-Globulinquotienten verwechselt wird. Albert 
Fischer® weist darauf hin, ,,daB die Ammonsulfatfallungen selbst von dem 
physikalisch-chemischen Zustand der EiweiBbk6rper abhangen und dab sie 
nicht einfach die Mengenverhaltnisse der verschiedenen Komponenten an- 
geben, so wie Schmitz und Wulkow es sich vorgestellt haben. Diese Methode 
der quantitativen EiweiBanalyse (Rademaker) ist also zur Bestimmung der 
Albumin-Globulinquotienten nicht sehr geeignet**. In seiner Entgegnung 
betont A. Schmitz, daB die von ihm und Wulkow angegebene Methode genau 
so wie jede andere nephelometrische Methode zur Bestimmung des gravi- 
metrischen Albumin-Globulinquotienten im Serum v6llig ungeeignet sei, 
denn durch die Triibungsmessungen wiirden keine Gewichtsmengen be- 
stimmt, sondern Triibungen, eine Tatsache, die merkwiirdigerweise haufig 
iibersehen werde. 

Dieser Meinungsaustausch zwischen A. Fischer und A. Schmitz 
zeigt deutlich die verschiedenen Beurteilungen, die der Nephelometrie 
als EiweiBbestimmungsmethode im Serum zuteil werden. Fiir uns 
waren diese verschiedenen Anschauungen und die beiderseitige Ab- 
lehnung der Nephelometrie zur quantitativen EiweiBbestimmung ein 
Grund, unsere durchaus erfolgversprechenden Vorversuche fortzusetzen, 
um zu einer Klarung der Frage zu kommen. 

Ein Vorteil unseres Verfahrens gegeniiber denjenigen der alteren 
Autoren liegt in der praktischen Konstruktion des Zeiss schen Nephelo- 
meters, das fiir klinische Reihenuntersuchungen besonders geeignet 
ist. Eine Beschreibung des Instruments und der Arbeitsmethodik ist 
hier nicht am Platze’. 


! Rona u. Kleinmann, diese Zeitschr. 140, 461, 1923. — ? Zeitschr. 
f. klin. Med. 99, 329, 1924. -—— 3 Diese Zeitschr. 245, 408, 1932. 
4 Maandschr. v. Kindergeneeskunde 3, 53, 1933. 5 Diese Zeitschr. 273, 
132, 1934. — ® Ebenda 270, 268, 1934. — 7 Eine genaue Anleitung findet 


sich in der Druckschrift Mess 430 I/II; von der Firma Carl Zeiss, Jena, 


erhaltlich. 











n 


n 


a 








Nephelometrische Untersuchungen der BluteiweiBkérper. I. 131 


Wir gingen bei unseren Globulinbestimmungen von der Annahme 
aus, daB die Triibwerte, die steigende Mengen von Globulin in halb- 
gesattigter Ammoniumsulfatlésung hervorrufen, den Globulinmengen 
proportional seien. 


Zur Uberpriifung dieser Annahme stellten wir uns aus Serum durch 
Ammoniumsulfathalbsattigung und mehrmaliges Auswaschen mit 50 °,ig 
gesattigter Ammoniumsulfatlésung reines Globulin her. Das so gewonnene 
Globulin wurde in physiologischer Kochsalzlésung gelést. Der Globulin- 
gehalt dieser L6sung wurde gravimetrisch genau bestimmt. In 1 cem waren 
0,01485 g Globulin enthalten. Diese Globulinlésung wurde im Verhaltnis 
1: 50 verdiinnt, 1 cem enthielt demnach 0,297 mg Globulin oder die Lésung 
hatte einen Globulingehalt von 29,7 mg-%. 

Diese genau eingestellte Globulinlédsung benutzten wir zur Uberpriifung 
der oben gestellten Frage. Wir bestimmten den Triibwert immer in Reagens- 
glisern mit Konkavlicht, da gerade die Méglichkeit der Reagensglas- 
anwendung besondere Vorteile fiir gréBere Untersuchungsreihen bietet. 

Das Fliissigkeitsvolumen in jedem Reagensglas soll ‘10 cem betragen. 
In jedes Glas kommt | cem der zu untersuchenden Lésung (nur in besonderen 
Fallen mehr). Zur Bestimmung des Serumglobulins wird immer | cem einer 
mit physiologischer Kochsalzlésung im Verhaltnis 1: 100 verdiinnten 
SerumeiweiBlésung verwendet. In das Reagensglas pipettiert man weitere 
4cem 0,9°% ige Kochsalzlésung und versetzt dann mit 5cem gesittigter 
Ammoniumsulfatlésung. Der Inhalt des Réhrchens wird vorsichtig, aber 
ausreichend durchgemischt; es darf dabei kein Schaum entstehen. 

Nach 10 Minuten wird im Nephelometer der Triibwert abgelesen. 
Wir arbeiteten mit dem Vergleichslicht 4. 

Es empfiehlt sich im allgemeinen drei Proben anzusetzen und den Mittel- 
wert der Bestimmungen zu werten. 


Mit unserer Globulinlésung wurden folgende drei Ansatze gemacht: 








Globulinmenge Absoluter Triibwert 

neem Giouu «ok 6 SS eR Se | 
+4 , Kochsalzlésung LNT er se 0,297 mg 0.0091 
+5 . Ammoniumsulfat, gesittigt .. . 

2eem Globulin . . ee mee ee | 
+3 , Kochsalzlisung .... . 0,594 mg 0,0187 
+5 , Ammoniumsulfat, gesattigt 

3cem Globulin ....... see Ht 
+2 , Kochsalzlosung cul 0,891 mg 0,0279 
+5 , Ammoniumsulfat, gesittigt 

90300 a oy 


Bei steigenden Globulinmengen 
verhalten sich die in halbgesattigter ~~ oe ee ee ees ee a 
Ammoniumsulfatlésung erhaltenen | 
Triibwerte vollkommen proportional | 
zu den zugesetzten EiweiBmengen on | 
(Abb. 1). | 


0 Of 02 03 0% Q5 06 Q7 08 09 10mg 
Globulin 
Abb. 1. 


g* 





Nach dieser Feststellung war es 
als sicher anzunehmen, dai man 
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diese Methode zu einer schnellen Bestimmung des EiweiBquotienten 
im Serum verwenden kann (entsprechend nattrlich auch im Liquor 
und in anderen Korperfliissigkeiten). Es bestand nur die Frage, ob 
in pathologischen Fallen und bei sehr starken Verschiebungen des 
Globulin-Albuminquotienten die Triibungen bei Ammoniumsulfat- 
halbsattigung ebenfalls dem Globulingehalt proportional waren und 
ob ,,pathologisches*‘ Globulin denselben Triibwert wie normales Glo- 
bulin hatte. 
Zur Priifung dieser Frage bestimmten wir in 15 Fallen gravimetrisch 
das GesamteiweiB und das Albumin. Der geringste Globulingehalt 
unserer Falle betrug 25°, der héchste 75°). 
0.0300,  Uher die Technik unserer gravimetrischen 
EiweiBbestimmungen berichten wir in einer 
folgenden Arbeit. Die erhaltenen Zahlen 





00250 
sind aus untenstehender Tabelle zu ent- 
nehmen. Unter absolutem Globulintriibwert 
s (absoluter Ammoniumsulfathalbsattigungs- 
" triibwert) verstehen wir nicht den ab- 
S 00150 ——e 
or gelesenen Triibwert, sondern den absoluten 
8S Ce ' . : 
% [riibwert, bezogen auf 10g Serumeiweib. 
S 90m Dividiert man also den erhaltenen absoluten 
Ss | _ 0 4 . ° 
8 Triibwert durch den Serumeiweibgehalt, so 
00050 kann man aus dem beigefiigten Diagramm 
(Abb. 2) direkt den Prozentgehalt an Glo- 
fi jj itttlt sj bulin ablesen. 
0 0 2 30 0 30 00 0 # D% ‘ : : 
: ie ord Zur Aufstellung unseres Diagramms 
G/00UN 
Abb. 2 wurde der GesamteiweiBgehalt des Serums 


gravimetrisch ermittelt. Es geniigt vollig. 
die durch refraktometrische Bestimmungen erhaltenen Werte einzu- 
setzen. Jedoch darf man, wenn man genauere Bestimmungen aus- 
fiihren will, nicht die bisher iibliche Tabelle nach Reiss benutzen. 
da die angezeigten EiweiBwerte wesentlich zu hoch sind. Wir gehen 
in einer weiteren Arbeit auf diese Frage genauer ein!. 
Wir fiihren ein Beispiel der Globulinbestimmung nach unserer 
Methode an. 
Wenn wir geniigend Serum zur Verfiigung haben, pipettieren wir mit einer 
1 cem Pipette (geeicht) 1 cem Serum ab und verdiinnen es mit 9 cem physio 
logischer Kochsalzlésung. Von dieser Verdiinnung 1: 10 wird wiederum 
1 cem mit 9 cem Kochsalzlésung verdiinnt. Wir erhalten so eine exakte Ver 
diinnung 1: 100. Es geniigt fiir klinische Untersuchungen vollig, 0,1 cem 


' Wesentlich genauere EiweiBwerte sind aus der von Ff. Léwe nach den 
Zahlenwerten von A. Alder berechneten Tabelle zu entnehmen, die von der 
Firma Carl Zeiss, Jena, zu beziehen ist. 
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Absoluter 
Globulintriib- Spezitischer 


g-9 »Serum- 9!) Globulin 


eiweib (Albumin Relativer 


Fall sti cane Globulin- Absoluter wey ay Nobelin- 
nt slated trtiwert Tribwert “Sonus ‘ _~ ne aa 

Nr. bestimmt) bestimmt) bd berechnet 
1. Se. 7,28 25,0 35 0,006 13 0,008 42 0,003 37 
2. Ff. 6,30 32,8 39 0,006 84 0,010 85 0,003 31 
3. St. 8,45 33,6 52 0,009 11 0,010 80 0,003 22 
4. We 7,70 37,9 52 0,009 11 0,011 83 0.003 12 
5. He. 7,30 42.8 62 0,010 86 0,014 90 0,003 48 
6. Ro. 7.39 42,8 63.5 0,011 12 0,015 05 0,003 52 
7. Ti. 8,80 45,8 79 0,013 75 0.015 75 0,003 43 
8. Na. 8.11 47,4 70 0,012 29 0,015 12 0,003 19 
9. Bu. 7,54 52,7 71 0,012 48 0,016 50 0,003 13 
10- Kr 7,92 53,5 79 0,013 84 0,017 47 0.003 27 
11. Ri. 7,70 56,1 it 0,013 50 0,017 52 0,003 12 
12. Sto. 6,70 60,7 74 0,013 00 0,019 40 0,003 19 
13. Le. 4,42 61,1 49 0,008 58 0,019 42 0,003 18 
14. Ja 7,23 68,1 86 0,015 09 0,021 08 0,003 10 
15. Mo. 7,50 73.8 95,5 0,016 75 0,022 30 0,003 02 


(Blutzuckerpipette) in 9,9 c¢em Kochsalzls6ung einzublasen, um die Ver- 
diinnung |: 100 zu erreichen. Diese Menge Serum ist bequem aus dem Ohr- 
lappchen in einem etwas gréBeren U-Réhrchen zu gewinnen. 

Drei Reagensréhrchen werden mit je leem des 1: 100 verdiinnten 
Serums und mit 4cem physiologischer Kochsalzlésung beschickt. Hierzu 
gibt man 5ccem gesattigte Ammoniumsulfatlésung (52,42 g-°,ige Loésung). 
Nach gutem Mischen wird die entstandene Triibung nach einer Reifungszeit 
von 10 Minuten im Nephelometer abgelesen. 

Der relative Globulintriibwert bei Vergleichslicht 4 betragt in Fall Nr. 1 
(siehe Tabelle) 35°, die Helligkeit des Triibglaskérpers gegen Vergleichs- 
licht 4 bei unserem Instrument 66,8°,. Der Triibungswert unseres be- 
nutzten Triibglaskérpers ist 0,0117. Der absolute Triibungswert betriigt 

O,O1L17 
demnach 35-1+- 0.00613. Der Eiweibgehalt unseres Serums ergab 
66,5 
gravimetrisch bestimmt 
10 g-°, SerumeiweiB berechnet betragt demnach 0,008 42. 

Aus dem Diagramm (Abb. 2) kann man direkt den Globulingehalt in 
Prozent entnehmen, in unserem Falle wiirden wir 25,9°%, Globulin finden. 
Um den Globulinprozentgehalt rechnerisch zu ermitteln, mu man dureh 
den spezifischen Globulintriibwert dividieren und mit 10 multiplizieren. 
Unter spezifischem Globulintriibwert verstehen wir denjenigen Triib- 
wert, welcher einer 1 g-°,igen Globulinlésung entspricht. Der spezitische 
Globulintriibwert als Mittelwert aus 15 Bestimmungen betragt 0,003 24. 
Der Globulinprozentgehalt errechnet sich in unserem Falle zu 26°). Gravi- 
metrisch wurden 25°, Globulin gefunden. Wir glauben aber, dali durch 
die Triibwertbestimmung noch eher der wahre Globulingehalt ermittelt 
wird, als durch die gravimetrische Methode, da ja die letztere stets eine Ab- 


28-9). Der absolute Globulintriibwert auf 


trennung des Globulins vom GesamteiweiB erfordert, ein Vorgang, der in 
seiner Ausfiihrung immerhin Fehlerméglichkeiten einschlieBt. Vo6llig ab- 
zulehnen ist es, wenn in Ver6ffentlichungen der Anschein einer sehr groBen 
Genauigkeit erweckt wird, indem die Globulinwerte noch in !/ j99 g-° 9 an- 
gegeben werden. Das ist eine Genauigkeit, wie sie mit den benutzten 
Methoden keineswegs erreicht werden kann. 
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Ein Einwand, der gegen unser Verfahren erhoben werden kénnte, 
ist der, daB die Globulinfraktion ja nicht nur Teilchen einer GréBe 
enthalt, sondern daB auch gréBere Eu- und Pseudoglobulinmolekiile 
vorhanden seien, die in einem wechselnden Mischungsverhaltnis zu fehler- 
haften Resultaten fiihren kénnten. Wir glauben, diesen méglichen Ein- 
wand ablehnen zu kénnen, da wir unser Verfahren gerade an schwer 
pathologischem Material, wo diese verschiedenen Mischungsverhaltnisse 
eventuell in Frage kommen kénnten, tiberpriift haben und zu durchaus 
zufriedenstellenden Ergebnissen gekommen sind. 

Wir moéchten noch einmal betonen, daB von einer Globulinbestim- 
mung unserer Meinung nach nicht mehr verlangt werden braucht, wie 
von einer mit geeichten Instrumenten exakt ausgefiihrten Hamoglobin- 
bestimmung. Unsere nephelometrische Globulinbestimmung erfiillt diese 
Forderung — ja tbertrifft sie. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine Methode beschrieben, mit der man rasch und genau, 
auch ohne besondere Ubung, den Globulingehalt im Serum (ebenso 
im Liquor oder in anderen K6rperfliissigkeiten) bestimmen kann, ohne 
vorher eine Trennung in Albumin und Globulin vornehmen zu miissen. 








Nephelometrische Untersuchungen der Bluteiwei8kérper. 


II. Mitteilung: 
Die Sulfosalicylsiurereaktion als Eiwei8bestimmungsmethode? 


Von Kurt Plétner. 
(Aus der Medizinischen Klinik in Jena.) 
(Eingegangen am 22. April 1936.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Zur quantitativen Bestimmung des EiweiBgehaltes im Liquor und 
im Harn sowie in anderen Korperfliissigkeiten wird von verschiedenen 
Autoren die auf Sulfosalicylsdurezusatz auftretende Triibung nephelo- 
metrisch gemessen. 

M. Custer hat eine EiweiBbestimmungsmethode beschrieben, die diese 
Reaktion zur Grundlage hat!. Die Autorin stellt von dem zu untersuchenden 
Liquor Verdiinnungsreihen her und vergleicht mit Hilfe einer Standard- 
eiweiBlésung die auf Sulfosalicylsiurezusatz entstehenden Triibungen. Nach 
vorausgehender Ammoniumsulfathalbsattigung ist das Verfahren noch zu 
einer Bestimmung der EiweiBrelation im Liquor ausgearbeitet worden?. 

Ivan Berger hat ebenfalls eine EiweiBbestimmungsmethode angegeben, 
die auf der Sulfosalicylsiure-Triibungsreaktion beruht®. Er tropft zur 
Sulfosalicylsiurelésung eine EiweiBlésung von bekanntem Gehalt zu, bis eine 
gleiche Triibung wie in dem zu untersuchenden Liquor entstanden ist. Die 
Triibung wird in einem fiir diesen Zweck konstruierten Apparat, dem ,,Titro- 
komparator** gemessen. Die Methode wird nach vorausgehender Ammonium- 
sulfatfallung auch fiir Albuminbestimmungen empfohlen. 

Die wohl am meisten gebrauchte Methode dieser Art ist diejenige von 
Denis und Ayer. Sie wird auch von K. Samson* und von H. Demme ® als 
einfache und genaue Methode empfohlen. 

Nach Denis und Ayer® wird aus Serum, dessen EiweiBgehalt kjeldahlo- 
metrisch bestimmt worden ist, durch Verdiinnung mit 15 %iger Kochsalz- 
lésung eine 30 mg-% EiweiB enthaltende Standardlésung hergestellt. 
Diese Standardlésung soll einige Monate lang haltbar sein. Mit derselben 
wird der Liquor nach Zusatz von Sulfosalicylsiure verglichen. Durch das 
,Absolut-Nephelometer‘: (Pudfrich-Nephelometer, Zeiss-Jena) wiirde heute 
die Herstellung der oft etwas verschiedenen Standardlésung wegfallen. 

Falls die auf Zusatz von Sulfosalicylséure zu EiweiBlésungen entstehende 
Triibung dem EiweiBgehalt proportional ist, hatte man in der Methode von 
Denis und Ayer bei Verwendung des Absolut-Nephelometers eine genaue 


9 


quantitative, sehr rasch arbeitende EiweiBbestimmungsmethode. 

Bei unseren EiweiBstudien erschien es uns aus verschiedenen 
Griinden erforderlich, diese Methoden einer Nachpriifung zu unter- 
ziehen. Die erste Frage, die zu beantworten war, war die, ob die durch 


1 Miinch. med. Wochenschr. 1926, S. 1324. —- ? Zeitschr. f. d. ges. 
Psych. u. Neurol. 150, 640, 1934. — * Klin. Wochenschr. 9, 888, 1930. — 
4 Die Liquordiagnostik im Kindesalter. Ergebn. d. inn. Med. u. Kinder- 
heilkde. 41, 623, 1931. — ® Die Liquordiagnostik in Klinik und Praxis. 
Miinchen, J. F. Lehmann, 1935. — ® Folin u. Denis, J. of biol. Chem. 18, 
273, 1914; Arch. int. Med. 26, 436, 1920. 
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Sulfosalicvlsiurezusatz hervorgerufene Triibung eine konstante oder 
veranderliche sei. 

Verdiinnt man klar zentrifugiertes Serum mit physiologischer Koch- 
salzlésung im Verhaltnis 1: 100, so erhalt man EiweiBlésungen, deren 
Gehalt zwischen 60 und 100 mg-°% schwankt. Tropft man 1 cem einer 
derartigen EiweiBlésung in 19ccm einer 10°%igen Sulfosalicylséure- 
l6sung ein, so entsteht eine Triibung. Zur genauen quantitativen 
Messung dieser Triibung verwendeten wir das Pulfrich-Nephelometer. 
Die entstandene Triibung nimmt anfangs etwas an Intensitat zu, bleibt 
aber, wie untenstehende Tabelle zeigt, von 10 Minuten an 3 Stunden lang 
praktisch konstant. 

Sulfosalicylsduretriibwert: 


nach 10 Minuten. . ...... . . . 0,0790 

‘i 15 7 ee ee eee ee, 
30 a at ee ee we 4 A See 
75 pits te thet Ee oe DRS 


. 180 + a a RES a AS PR AS ee 


magn 2 aAgen..- 5 «iv > are. ew oe OTSO 


Es ist wichtig, bei allen vergleichenden Triibmessungen eine gleich- 
maBige Temperatur von 20° beizubehalten. LaBt man das Kélbchen 
2 Tage stehen, so sedimentieren die triibenden Teilchen; nach kurzem 
Aufschiitteln und nochmaligem Messen erhalt man fast genau wieder 
denselben Triibwert. 

Da der Triibwert sich nach dem Rayleighschen Gesetz berechnet, 
das in unserem Falle durch die Formel i = » . v? wiedergegeben ist, 
miissen wir daraus schlieBen, daB sich Teilchenzahl und TeilchengréBe 
beim Stehen nicht wesentlich veraéndert haben und daB auch durch 
Sedimentierung nur eine ganz lockere Zusammenlagerung eingetreten 
ist. Durch kurzes Umschiitteln ist der friihere Dispersitatsgrad leicht 
wiederherstellbar. Hieraus ergibt sich, daB die durch Sulfosalicylsaure 
in EiweiBlésungen erzeugte Triibung eine so stabile GréBe ist, daB die 
Methode von dieser Seite aus bestens fundiert wire. 

Wir iiberpriiften auch die weitere Frage, wieweit die auftretende 
Triibung dem EiweiBgehalt proportional sei. 

Fiir genauere Triibmessungen eignet sich unserer Erfahrung nach 
bestens das Pulfrichsche Photometer in seiner Modifikation als Nephelo- 
meter, das wir fiir unsere simtlichen Messungen verwendeten. Um fest- 
zustellen, wie weit die Triibmessungen auch im Photometer mit Kiivetten 
proportionale Werte ergaben, fiihrten wir auch diese Messungen zum 
Vergleich aus. Das Ergebnis dieser Untersuchungen ist aus unten- 
stehender Tabelle und dem beigegebenen Diagramm (Abb. 1) zu ent- 
nehmen. Verwendet wurde normales Serum. Es wurden steigende 
EiweiBkonzentrationen von 20 bis 500 mg-°% Eiwei8 hergestellt. 
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Eiweif Nephelometer, Photometer, Nephelometer, Photometer, 
. 4 absoluter k (1 em Sehicht) absoluter k (Lem Schicht) 
mg-9/, Triibwert Griinfilter mg-9/, Triibwert Griinfilter 


Eiweifi 


20 0,0082 0,091 133 0,0639 0,134 
40 0,0166 0,042 200 0,0849 01935 
60 0,0266 0,055 300 0,1062 0,297 
80 0.0371 0,079 400 0,129 0,396 
100 0.0475 0.0935 500 0,140 0,495 





Da die Messungen nur im Bereich des linearen Anstieges verwertet 
werden kénnen, so sind die im Nephelometer gemessenen Triibungen 
nur bis 120 mg-% 
KiweiB dem EiweiB- 
gehalt direkt propor- 
tional. Bei Verwen- 





ag” 


dung von Serum in 05 
einer ~—- Verdiinnung 
1: 100 liegt der Ei- 
weibgehalt stets un- 
terhalb dieserGrenze. 


absoluter Tribwert 
8 


+ 4 - 

7’ Photometer 
a \ 
ro 


Im Nephelometer 

wird bekanntlich das -/| 
abgebeugte Licht pho- 03+-— vA | a 
tometrisch gemessen. vA Le. 
Im Pulfrich-Photo- / > 4 
meter wird ein Teil on 
des Lichtes von der 700 200 00 0 mg% & 
getriibten Loésung ab- Abb. 1. 

sorbiert und die abge- 

schwachte Lichtintensitaét gemessen. Aus der Tabelle ergibt sich, dali die 
im Stufenphotometer gemessenen Triibwerte bis 500 mg-°, dem Eiweib- 
gehalt proportional sind. Die Sulfosalicylsiuretriibung ware demnach im 
Nephelometer und im Stufenphotometer sehr gut meBbar, die Reaktion 
also fiir quantitative nephelometrische Eiweifmessungen sehr gut brauch- 
bar. Der Vorteil des Nephelometers liegt in der wesentlich gréfBeren 
Empfindlichkeit und MeBgenauigkeit, besonders bei geringen Triibungen. 
Im Nephelometer sind auBerdem keine Kiivetten erforderlich. 














Wir iiberpriiften nun mit Seren verschiedener Patienten die von 
100 mg-°% EiweiB hervorgerufenen Sulfosalicylséuretriibungen und 
kamen dabei zu wesentlich anderen Ergebnissen, als wir sie urspriinglich 
vermutet hatten. 

Der EiweiBgehalt der untersuchten Seren wurde von uns refrakto- 
metrisch und gravimetrisch bestimmt. Der Triibwert wurde, um ver- 
gleichbare Werte zu erhalten, jeweils auf 10 g-°%, EiweiB umgerechnet. 
Zu Beginn unserer Untersuchungen verwendeten wir das Photometer 
und maBen die durch die entstandene Triibung bewirkte Lichtabsorption. 
Unsere anfanglich schwankenden Werte fiihrten wir auf MeBfehler 
zurick. Als wir jedoch das genau messende Nephelometer fiir unsere 
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Untersuchungen heranzogen, zeigte es sich sehr bald, da8 keinerlei 
Parallelitat zwischen gleichen EiweiBmengen verschiedener Seren und 
den entsprechenden Sulfosalicylséuretriibwerten bestand. 

Wir fiihren in einer Tabelle einen Teil der untersuchten Falle auf. 
Das Diagramm (Abb. 2) stellt die erhaltenen Werte graphisch dar. 





‘ Absoluter Globulin 
Diagnose Triibwert Senkung 


Hamolytischer Ikterus .. . 0.0915 
Cholesterinamie m. Hautiiberempfind- 

lichkeit, Lipamie . . 0,0864 82 
Psychogenie, Anaziditat, Colonspasmen 0,0862 a , 85 
PUPUINIRONO. i Se we we 0,0860 5, : 
Gesund. . . ee re eee 0,0838 , 15 
Hepatitis chronicea. . 2. 2... . (0.0818 8, 92 
Cholelithiasis, orale Infekte oe 0,0790 , 86 
Spondylarthritis deformans . . . . .  —0,0788 , 95 
Dekompensiertes Mitralvitium, A. P. 

Stauungslunge. . ..... 5 Ye 0,0777 ; 49; 70 
Basedow .. ; 0,0775 5, 88 
Mitralstenose- Insuffizienz, Lues Tit. : 0,0732 , 45 
Aorteninsuffizienz, Chron. Tonsillitis 0,0690 , 62, 110 
Prostatacarcinom 0.0680 35, 71, 114, 
Dekomp. Myocardherz, ‘Bronchopneu- 

monie, Verdacht auf Pankreastumor 0,0675 , 50, 110 
Aorteninsuffizienz, Lues III, Leber- 

orebose =... wk tt ee ee | OORT , 10, 29 
Bronchialearcinom . .... :.. . || 0,0597 91, 117, 124 
Ovarialearcinom . . ee er er! 0,0574 48, 78, 118 
Pankreaskopfearcinom m. Metastasen 0.0564 50, 89, 131 
Entz. Ovarialtumor, Colitis, Darm- 

carcinom ............ || 09,0440 | 80, 125, 138 
Lymphogranulom ent 0,0354 145, 157, 160 


noe 


COIS Crm CO 


Im Falle 20 (Lymphogranulom) wurde z. B. ein Eiweibgehalt 
von 7,23 % ermittelt, der gemessene absolute Triibwert betrug 0,0256. 
Auf 10 g-°%, Eiwei8 umgerechnet, ergibt sich ein absoluter Triibwert 
von 0,0353. Aus den erhaltenen Triibwerten (alle auf 10 g-°% Eiweib 
umgerechnet) geht ohne weiteres hervor, daB es unméglich ist, auf die 
Sulfosalicyltriibungsreaktion eine quantitative EiweiSbestimmungs- 
methode aufzubauen, da eine Lésung von 100 mg-% Eiwei8 unter 
gleichen Bedingungen sowohl einen absoluten Trabwert von 0,0915 
wie einen solchen von 0,0354 ergeben kann. Die Methode von Denis 
und Ayer ist also ebenso wie die anderen oben angefiihrten véllig ab- 
zulehnen. Die groBen Unterschiede der Triibwerte beruhen groBenteils 
auf dem verschiedenen Albumin-Globulinverhaltnis. Bei geringem 
Globulingehalt wird ein groBer Triibwert erhalten, bei steigendem 
Globulingehalt sinkt der Sulfosalicyltriibwert. 

Klinisch ist diese Tatsache von gewisser Bedeutung, da man sich 
durch diese sehr einfachen und rasch ausfiihrbaren Bestimmungen 
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(Refraktometerwert und Nephelometerwert) einen orientierenden Uber- 
blick iiber die EiweiBverteilung im Serum verschaffen kann. Zur ge- 
naueren Globulinbestimmung ist das Verfahren natiirlich nicht zu 
empfehlen, da die Voraussetzungen nicht exakt und eindeutig genug 
sind und die extremen Triibwerterniedrigungen noch andere Ursachen 
haben miissen. Gerade die Tatsache, daB die extreme Tribwert- 
erniedrigung nicht nur = 

auf einer Globulinver- 
mehrung beruht, wird Sens: 2 
dem _ Sulfosalicylsiure- 
triibwert seine Bedeu- 
tung verschaffen. 
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Je niedriger der Sul- 
fosalicylsduretriibwert 
eines Serums ist, um so 
schlechter ist unserer Er- 
fahrung nach der Zustand 
des betreffenden Pa- 
tienten zu _ beurteilen. 
Z.B. haben alle Patienten, t+ SS 2 2 eee 

die einen Triibwert unter 
0,058 haben, in unseren 
untersuchten Fallen fort- 
geschrittene Carcinome. 7 
Die extremste Triibwert- | 
erniedrigung wies eine 50 60 70 80 90 109% 
Patientin mit Lympho- Serumeiweid 
granulom auf. eae 

Bemerkenswert ist noch die Tatsache, daB schwere Kreislauf. 
schadigungen ohne sonstige fieberhafte Erkrankungen eine Erniedrigung 
des Triibwertes zeigen (Fall 9, 11, 15), wahrend die Senkung véollig 
normal ist und auch der Globulingehalt keine sehr wesentliche Erhéhung 
aufweist. 
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Zusammenfassung. 


Es wird nachgewiesen, daB die EiweiBbestimmungsmethoden von 
Denis und Ayer und von anderen Autoren, die die Sulfosalicylsaure- 
triibungsreaktion zur Grundlage haben, véllig abzulehnen sind. 

Der Sulfosalicylséuretriibwert eines Serums hat klinische Bedeutung, 
da er uns eine gewisse Beurteilung der SerumeiweiBkérper gestattet. 
Seine Abnahme ist prognostisch sehr ungiinstig, seine Zunahme ein 
MaB fiir die Gesundung des betreffenden Patienten. 








Co-Zymase. 
Von 


H. vy. Euler, H. Albers und F. Schlenk. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 7. Mai 1936.) 


In dieser Zeitschrift (285, 156, 1936) findet man eine Mitteilung von 
Warburg und Christian iiber die von ihnen aus roten Pferdeblutzellen dar- 
gestellte Co-Zymase. Dieses von Harden und Young 1906 in Hefe entdeckte 
Co-Enzym wurde in diesem Institut seit langem bearbeitet und hinsichtlich 
biologischer, chemischer und physikalischer Eigenschaften charakterisiert. 

Das Vorkommen der Co-Zymase in roten Blutzellen ist schon seit etwa 
10 Jahren bekannt!'. Auf das Vorkommen von Co-Zymase in Pferdeblut- 
zellen war schon von Luler und Mitarbeitern? hingewiesen worden. Ob War- 
burg und Christian in der Verwendung von roten Pferdebhitzellen statt von 
Hefe fiir die Co-Zymase-Herstellung einen Fortschritt erblicken, wird nicht 
erwahnt. Uber eine Verbesserung der Ausbeute sind von ihnen jedenfalls 
keine Angaben gemacht, wahrend genaue Angaben tiber die Ausbeuten bei 
jeder Operation bei der Darstellung aus Hefe vorliegen. Die Angaben, 
welche Warburg und Christian tiber Eigenschaften und Zusammensetzung 
der aus Pferdeblutzellen gewonnenen Co-Zymase machen, lassen nach 
unserer Meinung keinerlei Zweifel tiber die Identitaét ihres Produktes mit 


der aus Hefe gewonnenen Co-Zymase, obwohl die genannten Analysendaten 
(13°, Stickstoff und etwa 8°, Phosphor) nicht richtig sind. Co-Zymase 
enthalt mehr als 9°, Phosphor und mehr als 14°) Stickstoff*. 


Adenin wurde aus Co-Zymase schon vor vielen Jahren isoliert (Euler 
und Myrbdck 1928—-30), an hochgereinigten Praparaten wurde dies Ergebnis 
von uns vor einem halben Jahre’ bestéitigt. Was das Nicotinséureamid 
betrifft, welehes wir in Co-Zymase erstmalig gefunden haben‘, so labt 
unsere Ver6ffentlichung keinen Zweifel dariiber, daB es Warburgs Verdienst 
ist, aus Co-Dehydrase II als erster Nicotinséiureamid isoliert und erkannt zu 
haben. Unsere bereits ver6ffentlichten Analysendaten* fiir das von uns 
aus Co-Zymase in Form des Pikrolonats isolierte Nicotinsiureamid stimmen 
iiberraschend genau mit den zuerst von Warburg fiir das Pikrolonat an- 
gegebenen® iiberein. Der N-Wert wurde in beiden zu niedrig gefunden. 
Die Erklarung dafiir, die Warburg gab ®, ist die teilweise Verseifung der Saure- 
amidgruppe bei der sauren Hydrolyse. Auber den besprochenen Analysendaten 
erwiesen die von uns mitgeteilten Schmelzpunkte* der freien Base und des 
Chlorhydrates derselben die Identitaét mit Nicotinsiureamid, was Warburg 
offenbar iibersehen hat. Auf Grund der genannten Ergebnisse sahen wir uns 


1 Euler u. Nilsson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 162, 63, 1926; Virtanen, 
Ann. Acad. Sci. Finn. (A) 26, Nr. 11, 1926; Sym, Nilsson u. Euler, Zeitschr. 
f. phys. Chem. 190, 228, 1930. — ? Euler, Adler, Schlenk u. Gunther, ebenda 
233, 120, 1935. 3 Die genauen Daten werden demnichst a. a. O. mit- 
geteilt. 4 Euler, Albers u. Schlenk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 2387, 
1, 19385. — °® Warburg u. Christian, diese Zeitschr. 274, 112, 1934. — 
6 Warburg, Christian u. Griese, ebenda 282, 152, 1935. 
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zu dem SchluB berechtigt, daB die zweite Base des Co-Zymase-Molekiils als 
Nicotinsaureamid isolierbar ist. 

Es ist nicht richtig, daB wir nach einer Vorschrift von Warburg gearbeitet 
haben. Eine Vorschrift ist in den von Warburg zitierten Arbeiten! nicht ent- 
halten. Séiurehydrolyse und Fallung mit z. B. Pikrinsdure und Pikrolonsaure 
sind in der Nucleotidchemie seit langem iibliche Mittel zur Isolierung von 
Basen. Die ausfiihrliche Mitteilung?* tiber die Starke der Séure, Hydrolysen- 
zeit, Ausschiitteln des Nicotinséureamids mit Amylalkohol usw. wurde in 
der Arbeit ver6ffentlicht, die ganz kurz nach unserer Mitteilung erschien. 
Ohne Warburgs austiihrliche Angaben dortselbst hatten wir die Ausarbeitung 
in eigener miihevoller Arbeit durchfiihren miissen. Erreicht wurde die Ab- 
scheidung des Basenpikrolonates unabhaingig von Warburg. Die Identi- 
fizierung wurde durch Warburgqs friiher erschienene Arbeiten erleichtert und 
beschleunigt. Niaheres hieritiber findet man in unserer ausfiihrlichen Mit- 
teilung*. 

Zusammenfassend kann man sagen, dai von einem erstmaligen 
,,Beweis, da auch Garungs-Co-Ferment einen Pyridinkérper ent- 
halt’, durch Warburgs Arbeit nicht die Rede sein kann. 

Abgesehen von der vorher noch nicht durehgefiihrten irreversiblen 
Hydrierung bringt Warburgs Mitteilung Bestatigungen bereits bekannter 
Tatsachen. Vorkommen der Co-Zymase neben der Co-Dehydrase Il in 
Pferdeblut (vgl. S. 140), Méglichkeit der Trennung*, Hardenscher Versuch ®, 
Analysendaten der Co-Zymase®, [solierung von Adenin’? und Nicotinsaure- 
amid’, Ausbeutebestimmung der Basen bei saurer Hydrolyse®, Verwandt 
schaft mit Co-Ferment aus Pferdeblutzellen!®, Verschiedenheit der De 
hydrasen bzw. Apodehydrasen der beiden Co-Enzymet'. 

Zur Erganzung derWarburgschen Arbeit sind diese Literaturangaben 
notwendig, denn Warburg selbst hat bei anderer Gelegenheit betont!, dal 
diese bei der Abfassung von Arbeiten vollsténdig sein sollen. 

! Warburg u. Christian, diese Zeitschr. 275, 112, 1934; 275, 464, 1935. 

2 Warburg. Christian u. Griese, diese Zeitschr. 282, 152, 1935. 

3 Euler, Albers u. Sehlenk, Zeitschr. t. physiol. Chem., im Druck. 

4 Buler u. Adler, ebenda 2388, 233, 1936. 5 Siehe Harden, Alcoholic 
Fermentation. 6 Euler, Albers u. Schlenk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
237, 1, 1935. — 7 Euler u. Myrbdck, ebenda 177, 237, 1928. 8 Kuler, 
Albers u. Schlenk, ebenda 237, 1, 1935. 9 Dieselben, ebenda 237, 1. 
1935. 10 Kuler, Adler, Schlenk u. Giinther, ehenda 233, 120, 1935. 
 Huler u. Adler, ebenda 235, 164, 1935. 2 0, Warburg, Ber. d. D. 
chem. Ges. 69, 228, 1936. 








Pyridin als Wirkungsgruppe dehydrierender Fermente. 


(Erwiderung auf die vorangehende Mitteilung von H. v. Euler, 
H. Albers und F. Schlenk.) 


Von 
Otto Warburg und Walter Christian. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 27. Mai 1936.) 


Nach unserer Entdeckung!, da in der Natur ein Adenin-Pyridin- 
Nucleotid vorkommt, dessen Pyridinkern durch den Wechsel 


Pyridin —- Dihydropyridin 


Wasserstoff iibertragt, war anzunehmen, daB auch die Co-Zymase, die bis 
dahin fiir ein Adenin-Nucleotid gehalten wurde, ein Adenin- Pyridin-Nucleotid 
sei. Die Ahnlichkeit zwischen der Co-Zymase und dem neuentdeckten 
Nucleotid war zu auffallend, als da8 man daran hatte zweifeln kénnen. 

Ob man nun die Schmelzpunktsangaben v. Eulers? und seine Mitteilung 
eines nicht stimmenden Analysenergebnisses oder erst unsere*® stimmenden 
Analysen des Nicotinsiureamid-Chlorhydrats (aus Co-Zymase) fiir be- 
weisend halten will, jedenfalls steht heute fest, daB auch die Co-Zymase ein 
Adenin-Pyridin-Nucleotid ist, dessen Pyridinkern durch den Wechsel 

Pyridin —- Dihydropyridin 
Wasserstoff iibertragt. 

Nur auf dieses Ergebnis kam es in unserer, von v. Euler beanstandeten 
Arbeit an. Der Nachweis, daB rote Blutzellen Co-Zymase enthalten und 
da bei der Hydrolyse der Co-Zymase Adenin, Pentose und Phosphorsiure 
entstehen, ist das unbestrittene Verdienst v. Zulers und seiner Mitarbeiter. 


1 O. Warburg u. W. Christian, Analysen: diese Zeitschr. 275, 112, 1935 


(eingegangen am 16. November 1934). Wirkungsgleichungen: ebenda 279, 
143, 1935 (eingegangen am 29. Juni 1935). — ? H.v. Euler, H. Albers u. 


F.. Schlenk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 287, 1, 1935 (eingegangen am 27. No- 
vember 1935). — *O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 285, 156, 1936. 
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Kinflub der Pufferzusammensetzung auf den Verlauf der 
Aktivitits-p»,-Kurven von Phospho-esterasen. 
(5. Abhandlung zur Kenntnis der tierischen Phosphatasen'.) 
Von 
Eugen Bamann und Walter Salzer. 
(Aus der Pharmazeutischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums 
der Universitat Tiibingen.) 
(Eingegangen am 22. April 1936.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Vor einiger Zeit wurde in unserem Laboratorium die Beobachtung 
gemacht, da die Aktivitats-px-Kurve von Leberesterase, gemessen mit 
Butterséuremethylester als Substrat und in einer mit dem Gemisch von 
Kaliummonophosphat und Natriumdiphosphat nach S. P. L. Sdérensen* 
gepufferten Lésung, zwei Optima’ aufweist. Das erste Optimum liegt 
bei pu == 7,0, das zweite bei px = 7,7, dazwischen erscheint ein mehr 
oder weniger deutlich ausgeprigtes Minimum.  Dieselbe Feststellung 
wurde etwa gleichzeitig unter ganz ahnlichen Bedingungen auch von 
H. Sobotka und D.Glick* gemacht und veréffentlicht. 

Der tiefere Grund fiir diese Erscheinung ist heute noch nicht ein- 
deutig erkannt: es ist noch keine Entscheidung getroffen, ob die Auf- 
fassung der amerikanischen Autoren, es handle sich hier um_ eine 
spezifische Auswirkung der Pu/fferzusammensetzung auf die bisher als 
enzymatisch einheitlich angesehene ,,Esterase‘*, zu Recht besteht und 
die von uns erwogene Moglichkeit des Vorliegens eines Enzymgemisches* 
auszuschlieBen ist. Unentschieden ist auch, ob die Erscheinung nicht 
etwa zuriickzufiihren ist auf das Zusammenwirken beider Gegeben- 
heiten. 

Im Laufe unserer Untersuchungen tiber tierische Phospho-esterasen 
sind wir nun wieder auf einen ahnlichen Fall gestoBen. Bei der inten- 
siven Bearbeitung, die die Phospho-esterasen zur Zeit in den ver- 
schiedenen Laboratorien erfahren, erscheint es uns angebracht, auf eine 
Fehlerquelle hinzuweisen, die das Bild von Aktivitaéts-pxu-Kurven 
falschen kann. 

Bei der Priifung der Abhangigkeit der Wirkung von Phospho- 
esterase (aus Schweineleber und Schweinemilz) von der Wasserstoff- 

' 4. Abhandl.: 2. Bamann u. K. Diederichs, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 
68, 6, 1935. — * Vgl. C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 
Bd. III, 8. 615, Leipzig 1929. 3 EB. Rendlen, Dissertation, Techn. Hochsch. 


Stuttgart 1935, s. auch Z. Bamann u. E. Riedel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
229, 125, 1934; und zwar 38. 126. * J. of biol. Chem. 105, 221, 1934. 
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ionenkonzentration stellten wir im Falle des p-glycerinphosphorsauren 
Natriums und bei Anwendung von Citratpuffergemischen nach S. P. L. 
Sorensen! fest, daB auch hier im sauren Bereich zwei Optima beob- 
achtet werden kénnen. Das erste liegt bei px = 4, das zweite und aus- 
gepragtere Optimum? bei pu = 5,5 bis 6,0. Diese Erscheinung wurde 
je nach der Darstellung der Ausziige verschieden stark ausgepragt 
gefunden. Am auffallendsten war sie bei dialysierten Ausziigen, die 
aus den Trockenpraparaten mit n/40 Fssigsdure hergestellt waren. 
Bei solchen Versuchen hatten wir in iiblicher Weise pro Versuchsansatz 
dieselbe Anzahl cem der fiir die einzelnen px-Stufen von Sérensen an- 
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gegebenen Gemische von sekundérem Natriumcitrat und Salzsdéure 
bzw. Natronlauge verwendet. Das bedeutet aber eine Variierung der 
Citrationenkonzentration von Ansatz zu Ansatz. Wir verglichen nun 
pu-Kurven, die aus Versuchen erhalten waren, bei denen, wie oben be- 
schrieben, die gleiche Anzahl ccm der fertigen Puffergemische zugesetzt 
yraren, mit Kurven, die wir aus Versuchen erhielten, bei denen wir der- 
artig hergestellte Puffergemische zusetzten, daB die Konzentration des 
Citrations in jedem Versuch gleich gehalten wurde. Dabei zeigte sich, 
daB tatsachlich (Abb. 1) das Bild der Aktivitdts-pu-Kurven der ,,sauren‘ 
Phospho-esterase durch die wechselnde Konzentration des iiblichen Puffer- 
gemisches an Citration stark beeinfluBt wird. 
Bei Verwendung eines anderen Puffergemisches, des Veronal- 
natriumacetatpuffers®, ergab sich ein mit der Kurve aus den Versuchen 


1 Vgl. C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, Bd. III, 
S. 615, Leipzig 1929. 2 Frithere Angaben dariiber: #. Bamann u. 
E. Riedel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 229, 125, 1934; D. R. Davies, Bio- 
chem. J. 28, 529, 1934. — 3 L. Michaelis, diese Zeitschr. 284, 139, 1931. 
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mit konstant gehaltener Citratkonzentration annahernd paralleler 
Verlauf. Uber die Wirkung des Citrations auf Phosphatasen berichtet, 
soweit uns bekannt wurde, bisher nur AK. Jnouye!. Er fand fiir das 
Enzym aus Aspergillus oryzae (Takadiastase) keinen deatlichen EinfluB 
auf die Wirksamkeit. In den Konzentrationen, die wir fiir unsere Ver- 
suche (mit tierischer Phosphoesterase) verwendeten, stellten wir immer 
eine Hemmung der enzymatischen Hydrolyse fest, gegeniiber Versuchen, 
in denen Veronalnatriumacetat als Puffer verwendet war (Tabelle I). 

Die Feststellungen, die wir hier im Falle des Citratpuffergemisches 
treffen konnten, erlauben nun auch gewisse Riickschliisse auf die ex- 
perimentellen Befunde bei den Esterasen. Wenn, wie Sobotka und Glick 
annehmen, der Anwesenheit des sekundiren Phosphats die Haupt- 
bedeutung zukommt, so ware das Absinken der Kurve zum Minimum 
dem bei steigendem px steigenden Gehalt des Puffers an sekundérem 
Phosphat zuzuschreiben. Andererseits scheint uns auch jetzt noch eine 
experimentelle Priifung beziiglich des Vorhandenseins eines Esterase- 
gemisches angebracht, um so mehr, als fiir die phosphatatische Wirk- 
samkeit im Bereich von pu = 3,7 bis etwa 6,8 (wie in einer folgenden 
Arbeit berichtet wird) tatsaéchlich zwei Phospho-esterasen verantwort- 
lich sind. 

Experimenteller Teil. 

1. Substrat. Als Substrat diente /-glycerinphosphorsaures Natrium der 
Firma Dr. Fraenkel und Dr. Landau, Berlin. 

2. Enzymmaterial. Das Enzym entstammte der Leber und der Milz vom 
Schwein. Die Enzymlésungen wurden in tiblicher Weise gewonnen, indem 
wir die Trockenpraparate, dargestellt durch Aceton- und Acetonather- 
behandlung, '/, Stunde lang mit der 20fachen Menge n/40 Ammoniak bzw. 
n/40 Essigséure extrahierten und die Ausziige in Hammelblinddirmen 2 Tage 
lang gegen destilliertes Wasser dialysierten. 

3. Ausfithrung der Versuche. Die Versuchsansaitze von 25 cem ent- 
hielten jeweils 0,25 g Natriumglycerophosphat, 5ccm der Enzymlésung, 
ferner in den ersten Versuchen 2,5 cem des m/1 Citratpuffergemisches, in den 
Versuchen mit konstant gehaltener Citratkonzentration je 2ccm der m/1 
sek. Natriumcitratl6sung + wechselnde Mengen n/1 Salzsiure bzw. n/1 
Natronlauge. Die Einstellung des Substrates auf das gewiinschte py wurde 
wie in der 1. Abhandlung? dieser Reihe beschrieben wurde, vorgenommen. 
Der pu-Wert wurde zu Beginn und am Ende jedes einzelnen Versuchs be- 
stimmt, und zwar auf kolorimetrischem Wege. Die Versuchstemperatur 
war 30°. Zu Beginn und nach Ablauf der Versuchszeit wurde den Ansatzen 
eine Probe —- meistens 1 oder 2 cem—- entnommen und darin die enzymatische 
Hydrolyse durch Zugabe von 5cem 7° iger Trichloressigsiure gestoppt. 
Nach fiinfminiitigem Zentrifugieren bestimmte man im enteiweiBten Zentri- 
fugat den Phosphorsauregehalt kolorimetrisch nach der von K. Lohmann und 
L. Jendrassik*® modifizierten Methode von Fiske-Subbarow. Die erhaltenen 
Farbténe wurden im Zetssschen Stufenphotometer mit Filter 8 57 gemessen 


1 J. of Biochem. 7, 3, 1927. — 2 BE. Bamann u. E. Riedel, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 229, 125, 1934. — * Diese Zeitschr. 178, 419, 1926. 
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; aus einer (durch Vorlegung bekannter P,O,- 
Mengen aufgestellten) Kichkurve abgelesen. 

4. Die Versuchsergebnisse, die schon einleitend be- 
schrieben wurden, sind nachfolgend in den Tabellen I und II iibersichtlich 


und die Konzentration an P,O; 
Versuchsergebnisse, 


zusammengestellt. 
Tabelle I. 
Vergleich des Einflusses der Citrationenkonzentration auf die 
Spaltung von f-glycerinphosphorsaurem Natrium durch dialy- 
sierte Ausziige aus Acetontrockenleber bei verschiedenem py. 
(Die Zahlen geben an mg P,O;, die in leem des Ansatzes wihrend der 
Versuchszeit von 4 Stunden abgespalten wurden.) 





Auszug aus Acetontrockenleber 


Enzym:+ += § wees P 
mit n/40 Ammoniak, dialysiert 


mit n/40 Essigsiiure, dialysiert 





1 2 3 4 5 


2cem der 1 mol. 
sekundiren 
Natriumcitrat- 
lisung 
+ wechselnde 
Mengen 
n HCl baw. 
n NaOH 


2,5¢em des 
fertigen 1 mol. 
Citratputfer- 

gemisches 
nach Sorensen 


Puffer 


2cem der 1 mol. 
sekundiren 
Natriumcitrat- 
lOsung 
+ wechselnde 
Mengen 
nHCl bzw. 
n NaOH 


10 cem 
Veronal- 
Natrium- 

acetatputfer 
nach 
Michaelis 


2,5ceem des 
fertigen 1 mol. 
Citratpuffer- 

gemisches 
nach Sorensen 


0.016 
0,054 
0,063 


0,014 
0,041 
0,054 
0,058 
0,062 
0,066 
0,073 
0,073 


0,018 
0,072 
0,086 
0,095 
(),098 
0,104 
0,107 
0,092 


ew) 


0,015 
0,072 
0,074 


0,010 
0,056 
0,962 
0,068 
0,073 
0,077 
0,095 
0,092 


0,062 
0.064 
0,078 


0,070 
0,068 
0,092 
0,086 
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Tabelle Il. Versuche wie in Tabellel, jedoch mit Ausziigen aus 


Acetontrockenmilz. 





Auszug aus Acetontrockenmilz 
mit n/40 Essigsiéure, dialysiert 


Enzym.--: - } ao Han 
art mit n/40 Ammoniak, dialysiert 





2eem der 1 mol. 
sekundiren 
Natriumcitrat- 
lisung 
+ wechselnde 
Mengen n HCl 
bzw. nNaOH 


2cem der 1 mol. 
sekundiren 
Natriumcitrat- 
lésung 
+ wechselnde 
Mengen n HCl 
bzw. n NaOH 


2,5eem des 
fertigen 1 mol. 
Citratpuffer- 

gemisches 
nach Sdrensen 


2,5eem des 
fertigen 1 mol. 
Citratpuffer- 

gemisches 
nach Sdérensen 


Puffer 


0,022 
0,048 
0,053 
0,055 
0,062 
0,073 
0,074 
0,073 
0,054 


0,025 0,020 
0,124 
0,121 
0,114 
0,111 
0,111 
0,138 
0,135 
0,099 


0,028 
0,052 
0,054 


~Vteo 


~ 


0,108 


0,054 
0,065 
0,074 
0,072 


0,119 
0,124 
0,143 
0,140 
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Uber das Vorkommen einer zweiten im sauren 
Giebiet wirksamen Phospho-esterase in tierischen Organen. 


(6. Abhandlung zur Kenntnis der tierischen Phosphatasen!.) 
Von 
Eugen Bamann und Walter Salzer. 
(Aus der Pharmazeutischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
Universitat Tiibingen.) 
(Eingegangen am 22. April 1936.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 
Einleitung. 

Das Studium der Abhangigkeit enzymatischer Katalysen von der 
Wasserstoffionenkonzentration ist nicht nur in physiologischer Be- 
ziehung von Interesse und in reaktionskinetischer sowie allgemein 
enzymologischer Hinsicht von Bedeutung, sondern kann auch zum Aus- 
gang der Entdeckung bisher unbeachtet gebliebener Enzyme werden. 
So hat die in dieser Richtung angestellte eingehende Analyse von 
,,Pepsin“-Praparaten des Handels und von selbst bereiteten Ausziigen 
aus Magenschleimhaut ein begleitendes zweites proteolytisches Enzym 
auffinden lassen, dem R. Willstdtter und EF. Bamann*® den Namen 
Kathepsin gegeben haben. Auch fiir die Erkennung des in dieser Arbeit 
zu beschreibenden neuen phosphatatischen Enzyms sind reaktions- 
kinetische Untersuchungen dieser Art grundlegend gewesen. 

Die vor etwa zwei Jahren von uns in tierischen Organen aufgefundene 
Phosphoesterase* vom Wirkungsoptimum px = 5,5 bis 6 wird, wie 
wir nunmehr erkannt haben, von einem isodynamen Enzym begleitet, 
dessen optimale Wirkung mehr im sauren Gebiet, namlich bei 
pu = etwa 4 liegt. Diesen Feststellungen liegen folgende Beobachtungen 
zugrunde : 

Ausziige aus Leber oder Milz weisen bei der Einwirkung auf 
6-Glycerophosphat fast ausnahmslos ein einziges Optimum bei pa = 5,5 
bis 6 auf. Verwendet man dagegen Phenyl phosphorsdure ais Substrat, 
so ergibt sich ein wesentlich anderes Bild: Je nach der Darstellung der 
Lésung beobachtet man entweder ein breites Optimum, reichend 
von pu = 4 bis 6 baw. zwei Optima, naémlich bei pu = etwa 4 und 
pu = etwa 5,5 unterbrochen durch ein Minimum bei px = etwa 5, 
oder es tritt auffallend nur das Optimum bei pa = 5,5 oder nur ein 

' 5. Abhandlung E. Bamann u. W. Salzer, diese Zeitschr. 286, 143, 


1936. * Zeitschr. f. physiol. Chem. 180, 127, 1929. 3B. Bamann u. 
BE. Riedel, ebenda 229, 125, 1934. 
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solches bei pu = 4 in Erscheinung. Es war nun zu priifen, ob diese 


ausgepragte Wirksamkeit bei pu = 4 wirklich auf ein neues Enzym 
zuriickzufiihren ist. Dabei verdienen zwei mégliche Einwande besondere 
Beriicksichtigung: Kann das neuerschienene Optimum nicht unter dem 
KinfluB des anderen Substrates zustande gekommen sein und_ sind 
zweitens fiir die jeweilige Aktivitaéts-pxy-Kurve nicht die von Fall zu 
Fall verschiedenen und in ihrer Konzentration wechselnden Begleit- 
stoffe des Enzyms bestimmend oder mitverantwortlich ? 

DaB das px-Optimum nicht eine Funktion des Enzyms allein, 
sondern auch durch den elektrochemischen Charakter des Substrates 
bedingt ist, ist schon linger bekannt. Besonders eindrucksvoll haben 
dies erst kiirzlich systematische Untersuchungen im Falle der Esterasen ! 
ergeben. Hier konnte gezeigt werden, daB das px-Optimum von Leber- 
esterase unter dem EKinfluB einer der Estergruppe benachbarten elektro- 
negativen Gruppe des Substrates in das saure Gebiet verschoben wird, 
und zwar ist dies um so mehr der Fall, je naher sich die elektronegative 
Gruppe (z. B. —COOH) bei der Estergruppe befindet und um so aus- 
gepragter der elektronegative Charakter jener Gruppe ist. Solche 
Induktionswirkungen werden sicher auch im Falle der Phosphoesterasen 
vorhanden sein; allein sie kénnen im Falle der beiden verwendeten 
Substrate die starke Verschiebung des Wirkungsoptimums iiber fast 
zwei pu-Stufen hinweg nicht hinreichend erkléren. Es muB sich viel- 
mehr bei dem saureren Spaltungsoptimum um die Erfassung eines 
zweiten Enzyms handeln, das gegeniiber der Phenylphosphorséure 
eine besonders hohe Affinitaét entfaltet oder dessen Zwischenprodukt 
mit diesem Substrat durch eine hervortretende Zerfallsgeschwindigkeit 
ausgezeichnet ist. 

Die Entscheidung iiber das Vorliegen eines begleitenden Enzyms 
Zu treffen, war bereits in bestimmten Grenzen mdoglich, als wir fanden, 
daB die phosphatatische Wirksamkeit von Harn in den von uns unter- 
suchten Fallen auf das px-Gebiet um 5,5 beschrankt ist: Aktivitats 
pu-Kurven mit diesem Enzymmaterial zeigten im Falle von Glycero- 
und Phenylphosphorséure dasselbe Maximum bei pu = 5,5. 

Der zweite mégliche Einwand betrifft die Begleitstoffe: Bei der 
‘Takaphosphoesterase wurde von K. Inouye? die Beobachtung gemacht, 
da8B durch Reinigung des Enzyms das Wirkungsoptimum von pa = 5,5 
nach 3,0 verlegt wird; diese Erscheinung sei auf die Wirkung eines Be- 
gleitstoffes zuriickzufiihren, dessen hemmende Wirkung mit variierender 
{H’| sich andere. Es hatte nun die Méglichkeit bestanden, daB auch in 
unserem Enzymmaterial irgendein Begleitstoff in bestimmten Ausziigen 

1 BE. Bamann u. E. Rendlen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 238, 133, 1936. 
— ? H. Kobayashi, J. of Biochem. 8, 205, 1927; 10, 147, 1928; K. Inouye, 
ebenda 10, 133, 1928; 10, 395, 1929. 





iese 
“vm 
lere 
lem 
sind 

Zu 
leit- 


ein, 
ates 
ben 
en! 
ber- 
tro- 
ird, 
tive 
US- 
Iche 
sen 
sten 
fast 
viel- 
ines 
yure 
lukt 
keit 


yms 
len, 
iter- 
ats 

ero- 


der 
cht, 
: 6,5 
Be- 
ider 
h in 
igen 
936. 
Uye, 


Uber das Vorkommen einer zweiten Phospho-esterase usw. 149 


zugegen ist, der die Lage des pxa-Optimums in zu_ beriicksichtigender 
Weise beeinfluBt. Wir fiihrten deshalb an Ausziigen, die bei pu —= 4 
bis 6 gegeniiber Phenylphosphorséure etwa gleichmaBig wirksam waren, 
und an Ausziigen, die pur bei pa = 5,5 ein ausgepragtes Wirkungs- 
maximum zu erkennen gaben, Reinigungsversuche aus: In Lésungen, 
die vorher nur ein Wirkungsoptimum bei px = 5,5 zeigten, war durch 
die Reinigung keine Verschiebung des px-Wirkungsoptimums ein- 
getreten; in Lésungen jedoch, die schon vor der Reinigung die Gegen- 
wart beider Enzyme erkennen lieben, trat die Wirksamkeit bei pu = 4 
nach der Reinigungsoperation in noch ausgepragterem Mae in Er- 
scheinung. Bei der Einwirkung dieser gereinigten Lésung auf f-Glycero- 
phosphat zeigten sich nunmehr auch zwei Optima, woven allerdings 
das bei pu = 5,5 immer noch starker ausgepraégt war. 

Den endgiiltigen Beweis fiir das Vorhandensein zweier Enzyme 
sehen wir in der Méglichkeit einer selektiven Inaktivierung in Gemischen 
beider Phosphoesterasen. Nach einhalbstiindiger Behandlung mit 
Ammoniak bei px = 8,3 verschwindet das Maximum im starker sauren 
Gebiet und es tritt nur noch ein Maximum bei pu = 5,5 auf. Daher 
mag es auch kommen, da das Enzym mit dem Wirkungsoptimum 
bei po = 4 in Ausziigen, die mit Ammoniak aus dem Trockenorgan 
hergestellt sind, nicht oder kaum in Erscheinung tritt. 

Somit stiitzt sich unsere Annahme von dem Vorkommen zweter 
im sauren Gebiet wirksamer Enzyme bisher auf drei Tatsachen, namlich: 

1. auf die enzymatisch einheitliche Wirkung der von uns gepriiften 
Harne; diese lassen im Gegensatz zu Organausziigen bestimmter Dar- 
stellung praktisch nur die Anwesenheit des Enzyms vom Wirkungs- 
optimum pu = 5,5 erkennen; 

2. auf den Umstand, daB sich nach Adsorptionsvornahmen die 
enzymatische Wirksamkeit bei pu = 4 in gewissen Organausziigen 
deutlicher abhebt; darin hat man eine relative Anreicherung des im 
saureren Gebiet wirksamen Enzyms zu erblicken, indem die Phospho- 
esterase vom Wirkungsoptimum px = 5,5 zum Teil wegadsorbiert 
wurde ; 

3. auf die Ausschaltung bzw. weitgehende Zuriickdraéngung der 
Wirksamkeit von Organausziigen bestimmter Darstellung bei pu = 4 
nach Einwirkung von Alkalien; wir sehen darin die selektive Zerst6rung 
der Phosphoesterase vom Wirkungsoptimum pu = 4. 


Uber die spezifischen Funktionen und die értliche Verteilung der 
einzelnen isodynamen Phosphoesterasen in den Geweben und Zellen 
haben wir noch keine Anhaltspunkte. Zwar haben kiirzlich E. Wald- 
schmidt-Leitz und W. Nonnenbruch! die Ansicht ausgesprochen, die 


1 Naturwiss. 1935, S. 164. 
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.saure’’ Phosphoesterase von Bamann und Riedel sei mit dem Enzym 
der roten Blutkérperchen identisch und ginge aus diesen auch in den 
Harn iiber. Dies ist aber nach unserer Ansicht nicht richtig!:; auch von 
anderer Seite? wurde spater dagegen Stellung genommen. Die wesent- 
lichen Unterscheidungsmerkmale unserer Phosphoesterase vom Wir- 
kungsoptimum pu = 5,5 gegeniiber der Eryth: ocytenphosphoesterase 
sind folgende: 

a) das pu-Wirkungsoptimum: pu = 5,5° gegeniiber pu = 6,44; 

b) die Spezifitat: Organphosphoesterase bevorzugt /-Glycero- 


phosphat °, Blutphosphatase dagegen «-Glycerophosphat *; 


c) das Verhalten gegeniiber Magnesiumion: auf die Organphospho- 
esterase pu = 5,5 ist Mg ohne EinfluB%, die Erythrocytenphosphatase 
dagegen wird durch Mg aktiviert °. 

Nach dem Stande unserer heutigen Kenntnisse miissen wir daher 
im tierischen Organismus mindestens vier isodyname, unspezifische 
Phosphoesterasen annehmen: 

1. das im alkalischen Gebiete (px = etwa 9) wirksame Enzym; 

2. die bei pu = 6,4 maximal wirksame Erythrocytenphospho- 
esterase ; 

3. die bei px = 5,5 maximal wirksame erste saure Gewebsphospha- 
tase; sie kann identisch sein mit dem Enzym, das im Harn zur Aus- 
scheidung kommt; 

4. die in dieser Arbeit beschriebene zweite saure Gewebsphospha- 
tase mit dem Wirkungsoptimum px = etwa 4. 

Fiir die Existenz einer bei pu = 2,9 bis 3,2 wirksamen Phospho- 
esterase in tierischen Geweben, wie sie in Arbeiten aus dem Institut 
von S. Akamatsu beschrieben wurde’, ergaben sich auch in dieser 
Untersuchung keine Anhaltspunkte. 


Spezieller Teil. 
1. MeBmethodik. 
Fiir die Messungen wurden folgende Substrate verwendet : 


1. p-Natriumglycerophosphat der Firma Dr. Fraenkel und Dr. Landau, 
Berlin. 


1 Siehe C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, Supplement 
S. 140 u. 148; Den Haag 1935. — * W. Kutscher, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 235, 62, 1935; J. W. Schoonover u. J.O. Ely, Biochem. J. 29, 1809, 
1935; Exper. Unterlag. bei: D. R. Davies, ebenda 28, 529, 1934. 3 KE. Ba- 
mann u. E. Riedel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 229, 125, 1934. — *J. Roche, 
Biochem. J. 25, 1724, 1931. 5 D. R. Davies, ebenda 28, 529, 1934. 
6 H. D. Jenner u. H. D. Kay, J. of biol. Chem. 93, 733, 1932; lc. 5; J. W. 
Schoonover u. J.O. Ely, Biochem. J. 29, 1809, 1935. — 7 Z. B. W. Hori, 
J. of Biochem. 16, 433, 1932; siehe dazu 1. Abhandlung dieser Reihe, 8. 126. 
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2. Phenylphosphorsadure; sie wurde nach der Vorschrift von AK. Asa- 
kawa?* aus Phenol und Phosphoroxychlorid gewonnen. Nach mehrmaligem 
Umkristallisieren aus Chloroform zeigte die Substanz einen Schmelzpunkt 
von 99,5°. 

Zur Pufferung kamen in Anwendung das Veronal-Natriumacetat- 
Puffergemisch von L. Michaelis? und das Citratputfergemisch nach 
S. P.L. Sérensen*; bei Anwendung des Citratpuffergemisches — beriick- 
sichtigten wir die Erfahrungen, die wir tiber den Einflu®B dieses Puffers auf 
Aktivitats-py-Kurven gemacht haben?*, und arbeiteten mit einer Puffer- 
zusammensetzung, bei der die Citrationenkonzentration in jedem Ansatz die 
gleiche ist. Als Stammlésung fiir den Citratpuffer diente eine 1 mol. 
Lésung von sekundérem Natriumcitrat. Die Einstellung des Substrates 
auf das gewiinschte pq wurde bei Glycerophosphat in der in der 1. Abhand- 
lung dieser Reihe beschriebenen Weise vorgenommen. Fiir Phenylphosphor- 
saiure erfolgte die Einstelhing mit n 10 Ammoniak. Dabei waren fiir 0,056 ¢ 
Phenylphosphorsaure (entsprechend 10mg P) zur Einstellung auf py 
= 3,5 bzw. py 4,0, bzw. py 5.0, bzw. py 5,5, bzw. pu 6.0, bzw. 
PH 6,7, 3,15, bzw. 3,25, bzw. 3,80, bzw. 4,15, baw. 5,05, bzw. 6,15 cem 
n/ 10 Ammoniak notwendig. 

Fiir die Bestimmung der Phosphorsdure wurde die kolorimetrische 
Methode von Fiske-Subbarow in der Modifizierung von K. Lohmann und 
L. Jendrassik® angewandt. Die Messung des erhaltenen Farbtons erfolgte 
mit Hilfe des Zeissschen Stufenphotometers; fiir die Ermitthung der P,O;- 
Werte diente eine aufgestellte Eichkurve. 

Die Ansdtze betrugen meistens 25 ccm, in einigen Versuchen 10 ccm. 
In dem 25 cem-Ansatz waren enthalten 0,056 g Phenylphosphorséure bzw. 
0,082 g Natriumglycerophosphat x 3 H,O (in beiden Fallen entsprechend 
10 mg P), | eemder | mo!. sekundaren Natriumcitratl6sung oder gelegentlich 
2cem Veronal-Natriumacetat -Stammlésung nach L. Michaelis, die not- 
wendigen Mengen von Séure und Lauge zur Einstellung der gewiinschten 
Wasserstoffionenkonzentration und das Enzympréaparat in wechselnden 
Mengen. Die Analyse der Versuchsproben wurde, wie in der 5. Abhandlung 4 
beschrieben, vorgenommen. Auch die Bestimmung der py-Werte erfolgte 
wie dort auf kolorimetrischem Wege. 


2. Abhdngigkeit des py-Wirkungsoptimums im Falle der Phenylphosphorsdure 
von der Darstellung der Enzymlésung. 

Aus den Versuchsergebnissen, die in der Tabelle I niedergelegt 
und durch die Abb. 1 und 2 veranschaulicht sind, erkennt man, daB 
die Art des Auszuges aus dem Trockenpraparat den Verlauf der 
Aktivitats-pa-Kurven in starker Weise beeinfluBt. Zur Anwendung 
camen dialysierte Ausziige aus den Acetontrockenpraparaten. Wahrend 
bei den Ausziigen, die mit n/40 Ammoniak hergestellt sind, bei Ver- 


wendung von Phenylphosphorséure als Substrat, in derselben Weise 


1 J. of Biochem. 11, 143, 1929. 2 Diese Zeitschr. 234, 139, 1931. 

3 Vgl. C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, Bd. IIT, 
8. 615. Leipzig 1929. 45. Abhandlung: BE. Samann u. W. Salzer, diese 
Zeitschr. 286, 143, 1936. 5 Diese Zeitschr. 178, 419, 1926. 
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wie bei Verwendung von /-Glycerophosphat, nur ein Optimum bei 
pu -= etwa 5,5 auftritt, ergeben Versuche, die mit Ausziigen aus dem 
Trockenpraparat mit n 40 EHssigsdure ausgefiihrt wurden, ein schwan- 
kendes Bild: Es tritt neben dem Optimum bei px = 5,5 noch ein 
zweites Optimum bei pu == 4,0 auf. Bei den einzelnen Organpraparaten 
war aber das Auftreten dieses zweiten Optimums in éuBerst wechselnder 
Starke zu beobachten. Im einen Leberpréparat trat es staérker, im 
anderen schwacher hervor, und ebenso war es bei den Acetontrocken- 
milzpraparaten. Auch bei einem Auszug aus Schweineniere lieB sich 
auBer der Phosphoesterase vom Wirkungsoptimum px = 5,5 die An- 
wesenheit des begleitenden zweiten Enzyms aufzeigen. Dazu zerstérten 
wir zuerst die ,,alkalische“’ Phosphoesterase! durch viertaégige Behand- 
lung mit n/20 Essigséure bei 30°. Nach kurzer Dialyse zeigte nun dieser 
Auszug gegen Glycerophosphat ein ausgepragtes Wirkungsmaximum 
bei pu = 5,5; bei Messungen mit Phenylphosphorséure als Substrat 
gab sich aber daneben ein zweites, jedoch schwacheres Maximum bei 
pu = 4 zu erkennen. 

Die Ausztége wurden alle in der gleichen Weise dargestellt: nach ein- 
halbstiindigem Stehen des Organpraparates mit dem Extraktionsmittel im 
Verhaltnis 1: 20 wurde abgeseiht und danach die vollstandige Klarung der 
Losung in einer hochtourigen Zentrifuge erreicht. Diese L6sungen unter- 
warten wir 3 bis 4 Tage lang einer Dialyse in Hammelblinddairmen gegen 
destilliertes Wasser. Dabei lieBen die ammoniakalischen Ausziige immer, die 
essigsauren Ausziige mitunter einen flockigen Niederschlag ausfallen. 

Fiir die Versuchsansatze (25 cém) der Tabelle I kann jeweils 5 cem der 
dialysierten Lésung zur Anwednung. Als Puffer diente dabei Citratpuffer 
(lcem 1 mol. Stammldésung). 


Tabelle I. Vergleich der py-Abhangigkeit der phosphatatischen 
Wirkung von verschieden dargestellten Ausziigen aus demselben 
Organpraparat. 
(Substrat: Phenylphosphorsaure; die Zahlen bedeuten mg P,O, in 1 ecm der 
Analysenprobe, Versuchsdauer 2 Stunden, ¢ 30°.) 


Schweineleber-Acetontrockenpraparat IL: 





n/40 essigsaurer Auszug 


Pu = 3. 3,8 4,0 4.7 5,0 5.5 6.0 


mg P,0;, 0,028 0,088 | 0,085 0,083 0,082 0,088 0,080 0,063 





n/40 ammoniakalischer Auszug 


Pu 3,f 3.8 4.0 4,7 5,2 


5,6 5,9 6,3 


mg P,O;, 0,041 0,063 0,067 | 0,083 0,085 0,087 0,087 0,080 


1 Nach dem Verfahren von EZ. Bamann u. K. Diederichs, Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 67, 2019, 1934. 
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Tabelle I (Fortsetzung). 


Schweineleber-Acetontrockenpraparat II: 





n/40 essigsaurer Auszug n 40 ammoniakalischer Auszag 


Pu = 3,7 | 40 4,5 5,0 55 6.0 3,7 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 
mg P,0, 0,067 0,075 0,071 0,077 0,072 0,069 9,052 9,057 0,064 0,070 0,077 0,074 


Schweinemilz-Acetontrockenpraparat I: 





n'40 ammoniakalischer 


n/40 essigsaurer Auszug Auszug 


pu= 34 3,9 4,1 6 5, 5,$ 58 3, 6 | 5, 5.8 


mg P,0, 0,060 0,158 0,155 0,143 0,144 0,188 0,133 0,063 0,069 0,072 0,078 





Schweinemilz-Acetontrockenpraparat IL: 


n 40 essigsaurer Auszug 
Pu > 4,0 4,7 5.0 5,5 


mg P,O; 0,148 0,146 0,147 0,153 
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Abb. 1. Einflu®B der Darstellung des Auszuges auf die Aktivitiéits-py-Kurve im Falle der 
Phenyl phosphorsiure. 
Auszug n/40 Essigstiure. Leber I. x < Auszug n40 Ammoniak. Leber I. 


Abb. 2. Einflu8 der Darstellung des Auszuges auf die Aktivitaéts-py-Kurve im Falle det 
Phenylphosphorséure. 
O—— Auszug n/40 Essigsiiure. Milz I. x x Auszug 140 Ammoniak. Milz I. 
---Q Auszug n/40 Essigsaure. Milz II. 


Abb. 3. Aktivit&ts-pg-Kurven eines Nierenphospho-esterasepriparates im Falle von 3-Glycero- 
phosphat und Phenylphosphorsaure. 
<——X_ 3-Glycerophosphat. Oo +) Phenylphosphorsaure. 


3. Einflu Bder Versuchstemperatur und des Puffers auf die Lage der py-Optima. 

Der EinfluB, den veranderte Temperatur und geanderter Puffer 
auf die Lage der px-Optima ausiiben, laBt sich mit der Annahme der 
Existenz zweier Enzyme leicht erkléren. Denn die beiden Enzyme 
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brauchen sich unter veranderten Versuchsbedingungen kinetisch nicht 
gleichartig zu verhalten. Dadurch ist es je nach der Wahl der Versuchs- 
bedingungen méglich, daB die beobachtete pu-Kurve, die ja aus einer 
Addition zweier Kurven besteht, ihre Optima innerhalb der Werte 3,8 
bis 5,7 verschieben kann. AuBerdem kénnen die beiden Optima, wie 
es z. B. im Falle des Veronalpuffers in unseren Versuchen der Fall war, 
auch zusammenfallen; wir sahen dann bei pu = 4,7 den Gipfel eines 
sehr breiten Maximums, also bei einer Aziditaét, bei der unter anderen 
Bedingungen das Minimum zwischen den beiden Kurven zu sein pflegte. 
Erhéhung der Temperatur von 30° auf 37° scheint die Geschwindigkeit 
der durch das [5,5|-Enzym katalysierten Reaktion in starkerer Weise 
als die Geschwindigkeit der durch das [4]-Enzym katalysierten Reaktion 
zu fordern. Andererseits tritt bei Wahl niederer Versuchstemperatur, 
beispielsweise bei 18°, das Wirkungsvermégen des ,,sauren‘’ Enzyms 
in der pu-Kurve besonders deutlich in Erscheinung. Bei enzymatisch 
einheitlichen Loésungen, wie es die ammoniakalischen Ausziige nach 
unserer Ansicht fiir die Anwendung im sauren Bereich sind, ist eine 
Beeinflussung des px-Optimums durch Veranderung der Versuchs- 
bedingungen, wie Temperatur oder Puffer, nicht zu beobachten. 


Tabelle IT. Einflu®B des Puffers auf die Lage der py-Optima. 
(Die Versuche wurden mit dem n/40 essigsauren Auszug aus Leber I aus- 
gefiihrt ; als Puffer dienten 2 cem Veronal-Natriumacetat-Stammldésung nach 

Michaelis; Versuchsdauer 2 Stunden, ¢ 30°.) 





Pa = 3,2 3,8 4,0 4,7 


mg P,O, in 1cem Analysen- 


probe... . 2... © . 0,013 0,158 0,160/ 0,162 0,156 0,154 0,121 0,053 


Tabelle III. Einflu8 der Versuchstemperatur auf die Lage der 
Pu-Optima. 
(Enzymlésung wie in Tabelle II; auf 25 ccm Versuchsansatz 1 cem 1 mol. 
Citratstammlésung, Versuchsdauer 2 Stunden.) 





Po=| 3; 3,7 4,1 4,7 5,0 5,! 6,0 6,7 


37° 0,019, 0,116 0,120 0,127 0,124 0,185 | 0,120 0,098 
18° <0,010) 0,030 0,029 | 0,025 0,031 0.025 


4 


Nach diesen Ergebnissen sind nun auch die unterschiedlichen 
Angaben, die heute in der Literatur tiber das px-Optimum der im sauren 
Gebiet wirksamen ,,Phosphatase bestehen!, erklarlich; denn Ver- 
schiedenheiten in den Versuchsbedingungen: Veraénderung der Tem- 
peratur, des Puffers und wohl auch der Substratkonzentration werden 


' Siehe C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, Supplement 
8S. 137, Den Haag 1935. 
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bei dem nunmehr als Gemisch von zwei Enzymen erkannten System 
eine Anderung des Verlaufs der Aktivitats-pay-Kurve verursachen. 
Und auBerdem kann das gegenseitige Mengenverhaltnis der beiden 
Enzyme bei wechselndem Darstellungsverfahren der Ausziige nie das 
gleiche sein. 

4. Das Verhalten der Harnphosphatase. 

Uber die Eigenschaften und die Herkunft der im Harn erscheinenden 
Phosphoesterase sind in letzter Zeit besonders von W. Kutscher und 
seinen Mitarbeitern! sehr aufschluBreiche Arbeiten erschienen. Aller- 
dings konnten wir einige Befunde friiherer Arbeiten dieser Forscher 
mit dem von uns untersuchten Material nicht bestatigen, und zwar 
sind es die Angaben, die sich auf den Verlauf der Aktivitaéts-px-Kurven 
beziehen. Nach Kutscher soll von pu = 2,0 bis pu = 5,0 ein auBerst 
breites Maximum sich hinziehen, das bei px = 2,0 nur eine um 10°, 
geringere Hydrolysengeschwindigkeit aufweist als im Maximum von 
pu — 4,5. Wir fanden demgegeniiber sowohl gegen $-Glycerophosphat 
als gegen Phenylphosphorsaure das Optimum in fiinf untersuchten 
Fallen (es handelte sich um je zwei Manner- und Frauenharne sowie 
einen Schweineharn) immer bei pu = 5,5. Besonders abweichend von 
unseren Versuchen ist das beschriebene Kurvenbild unterhalb von 
pu = 3,5 bis po = 2,0. Wir fanden namlich, daB in diesen Bereichen 
nur eine sehr geringe enzymatische Hydrolyse eintritt, und zwar haupt- 
sichlich deshalb, weil das Enzym in diesem schon erheblich sauren 
Milieu rasch zerstért wird. Wegen des gleichartigen Verlaufs der 
pxu-Kurven im Falle beider Substrate nehmen wir die Harnphosphatase 
im sauren Bereich als enzymatisch praktisch einheitlich® an. Es wird noch 
gréBerer Erfahrungen bediirfen, die physiologisch interessante Frage 
zu entscheiden, ob in den Harn praktisch nur die [5,5]-Phosphoesterase 
iibergeht, wie es aus den wenigen bisher vorliegenden Versuchen den 
Anschein hat. In einer erst kiirzlich erschienenen Untersuchung® 
teilt Kutscher die Abhangigkeit der Prostata-Phosphatase von der |H’| 
mit. Nach dem sehr breiten Wirkungsoptimum gegeniiber Phenyl- 
phosphorséure, auf das hier aufmerksam gemacht wird, glauben wir 
den AnalogieschluB bilden zu kénnen, daB auch diese Prostata-Phospho- 
esterase aus dem [4]- und [5,5]-Enzym besteht. Aus dieser Prostata- 

1 W. Kutscher, Zeitschr. f. physiol. Chem. 235, 62, 1935; W. Kutscher u. 

H. Wolbergs, ebenda 2386, 237, 1935; H. Wolbergs, ebenda 238, 23, 1936; 
W. Kutscher u. A. Worner, ebenda 238, 275, 1936, 239, 109, 1936. 
2 Damit ist keine Stellung genommén zu der Frage, ob die ,,Harn‘’- 
Phosphatase nur einem oder mehreren Organen oder Driisen entstammt. 
Zu dieser Frage siehe W. Kutscher, l.c. 1. * Darin finden sich auch 
Angaben iiber die Bestdndigkeit der Prostataphosphatase bei verschiedenem 
pu. Diese Befunde, die im Widerspruch zu den friitheren Angaben dieser 
Autoren stehen, decken sich nunmehr vollkommen mit unseren Beob- 
achtungen im Falle der sauren Organ- und Harnphosphoesterasen. 
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Phosphatase soll nun nach einer friiheren Entdeckung Kutschers der 

Hauptanteil der phosphatatischen Wirksamkeit des Mannerharns her- 

riihren. Es hat also vorerst den Anschein, daB auch aus der Prostata 

praktisch nur das [5,5]-Enzym in den Harn abgegeben wird. 

Tabelle IV. Einwirkung von Harn auf $-Glycerophosphat 
bei verschiedenem pq. 

(Im 25 cem Versuchsansatz jeweils 5cem des dialysierten Harns; in den 

Versuchen mit Menschenharn Citratpuffer, in denjenigen mit Schweineharn 
Veronalpuffer; Versuchsdauer 2 Stunden, ¢ = 30°.) 





Pu = 3,4 3,7 4,0 4,3 4,7 5,0 5,5 6,0 6.7 


Manner- }0,020 0,043 0,045 0,048 0.051 0,057 0,063 0,061 0,050 


harn | 


Manner- | 0,032 0,069 0,071 0,076 0,081 0,092 0,100 0,100.0,081 | mg P.O; berech- 


barn Wj net fiir 1 com 
: mange 4 |0,010 0,014 0,015 0,017 0,018 0,020 0,0200,016 | Analysenprobe 
jarn 





I’rauen- 


eon 0,004 0,007 0,008 0,010 0,011 0,013 0,012 0,009 
arn 


\ 

J 
ease? | mg PO, berech- 
Sehweine- 1 919.0,014 0,015 0,017 0,018 0,020 0,020.0,016 | net fiir 2 cem 
harn | | Analysenprobe 


Tabelle V. Einwirkung von Harn auf Pheny!lphosphorsaure. 
(Im 25 cem Versuchsansatz jeweils 5 ccm des dialysierten Harns; 
Citratpuffer; Versuchsdauer 2 Stunden, ¢ = 30°.) 








Pu = 3,0 3,6 4,0 | 4,7 5,0 5,6 | 60 | 6,7 
Manner || 9,024 0,96 0,114 0,121 0,126 0,188. 0,132 0.124) mg P, 0s berech- 
M net fiir 1 cem 
renege 0,132 0,172 0,212 0,216 0,203 0,185 | Analysenprobe 
harn IL | ; 
ad - Rie: cae 
| a 7 ; Dialysierter und __ nichtdialysierter 


iow i. 9 Harn verhielten sich in unseren Versuchen 
hinsichtlich des  px-Wirkungsoptimums 
gleich. Auch dies wird wohl damit zu- 
sammenhangen, da8 unsere Préparate nur 
das eine Enzym in zu beriicksichtigender 
Menge enthielten. 


Abb. 4. Dy-Abhangigkeit der phosphatatischen Wirkung 
von dialysiertem und nichtdialysiertem Menschenharn 
gegeniiber 3-Glycero- und Phenylphosphorsiure. 




















Be © MannerharnI dialysiert gegeniiber 3-Glycero- 
phosphat. 
O----O Minnerharn I dialysiert gegeniiber Phenyl- 
phosphorsd&ure. 
0 x < Miannerharn III nichtdialysiert gegeniiber ;- 
3 ¥ g 6 7 Glycerophosphat. 
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5. Versuche zur Gewinnung der Einzelenzyme aus dem Gemisch durch selektive 
Inaktivierung. 

Das selektive Inaktivierungsverfahren von FE. Bamann und 
K. Diederichs' gestattet die Gewinnung der bei pa = 9 und pa = 5,5 
wirksamen Phosphoesterase aus ihren Gemischen, es erméglicht die 
Abtrennung? der begleitenden Esterase von der bei px — 5,5 wirksamen 
Phosphoesterase und es erweist sich nunmehr® auch fiir geeignet zur 
[solierung der bei pu == 5,5 wirkenden Phosphoesterase frei von dem 
bei pu = 4 wirksamen Begleitenzym: Es ist beispielsweise mdéglich 
gewesen, die Phosphoesterase [5,5] von der Phosphoesterase [4] durch 
kurzdauernde (etwa einhalbstiindige) Behandlung mit Ammoniak 
(px = 8,3) zu befreien (Tabelle VI). Dies Ergebnis war geradezu zu 
erwarten, nachdem wir immer festgestellt hatten, daB in den Ausziigen, 
die mit n/ 40 Ammoniak aus den Trockenpraéparaten hergestellt waren, 
keine wesentlichen Mengen der Phosphoesterase [4] enthalten waren. 
Alle Versuche jedoch, mit Hilfe von extrem saurem Milieu eine be- 
vorzugte Zerstérung der Phosphoesterase [5,5] durchzufiihren, schlugen 
fehl: Die Zerst6rung verlief teilweise parallel, teilweise wurde aber auch 
eine raschere Zerstérung der Phosphoesterase [4] beobachtet. Da es 
uns bis jetzt noch nicht gelungen ist, das ,,saurere‘*, hier im allgemeinen 
mit Phosphoesterase [4] bezeichnete Enzym vollkommen frei von der 
Phosphoesterase [5,5] zu isolieren, kénnen wir genaue Angaben iiber 
das px-Optimum dieses Enzyms natiirlich nicht machen, da die ge- 
messenen Kurven ja immer Additionen zweier Kurven darstellen. 
Aus der groBen Empfindlichkeit jedoch, die beide Enzyme gegen eine 
Wasserstoffionenkonzentration zeigen, die einem kleineren px-Wert 
als 3,6 entspricht, darf man schlieBen, daB das Enzym unterhalb pa = 3,7 


Tabelle VI. Einwirkung eines essigsauren Auszuges aus Leber auf 
Phenylphosphorsaéure vor und nach Anwendung des selektiven 
Inaktivierungsverfahrens. 





(Citratpuffer; Versuchsdauer: Versuch vor Behandlung 2 Stunden, Versuch 
nach Behandlung 4 Stunden. t 30°.) 
Pu= 4,0 4,2 4,6 5,0 5,4 5,7 
mg P,O; in Leem { vor Behandlung 0,085 0,084 0,083 0,082 0,086 0,084 
Analysenprobe | nach u 0,072 0,080 0,084 0,093 0,099 0,097 
1 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 67, 2019, 1934. 2 Ebenda 68, 6, 
1935. 3 Dieses Verfahren ist auBerdem nach einer unver6ffentlichten 


Untersuchung von E. Bamann u. H. Gall auch fiir die Trennung der 
Pyrophosphatasen sowie fiir die Isolierung der im sauren Gebiet  wirk- 
samen Pyrophosphatase aus dem natiirlichen Gemisch der im sauren 
Bereich wirksamen Pyrophosphatase und Phosphoesterasen anwendbar. 
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das Optimum nicht besitzen wird. Es zeigte sich, daB das Enzym 
des Harns sowie das der Leber, wenn es in verhaltnismaBig reinen, 
eiweiBarmen Loésungen vorlag, unterhalb pa — 3,7 sehr rasch, bei 
pu — 3,0 meist sofort der Inaktivierung verfallt. Nach der schon 
erwahnten Arbeit wurde von Kutscher und Worner dieselbe Beobach- 
tung beziiglich der Empfindlichkeit der Prostata-Phosphatase gemacht. 

Durch diese Ergebnisse verlieren auch die An- 














a4 gaben der japanischen Forscher, wie schon in 
der Einleitung erwahnt, an Wahrscheinlichkeit. 
008 | 
6. Reinigung der Organauszdige durch Voradsorption 
{ 006 | mit Bleiphosphat. 
Ss 
e..4 Fir die Reinigungsversuche dienten uns 
ad einmal Lésungen, die praktisch nur die Phos- 
r = . 
| phoesterase [5,5] enthielten, und zum anderen 
g02' . , : : 
ax Male Lésungen, die beide Enzyme enthielten, 
J also: mittels Ammoniak bzw. mittels Essigséure 
J 6 dargestellte Ausziige. Zur Reinigung benutzten 


- § 
~ag [H] —~ 


Abb. 5. Darstellung , . P nee 
Inhalts der Ta. 1. Kraut und W.v. Pantschenko-Jurewicz' fiir 


- gg al die Reinigung von Leberesterase vorgeschlagene 
: Vor Behandlung. : : ; : r 
ll:Nach Behandlung. | Verfahren der Voradsorption mit Bleiphosphat. 


Dabei verfuhren wir folgendermaBen: 


wir mit gutem Erfolg das erst kiirzlich von 


des 


1. 50cem des mit n/40 Essigsiure dargestellten dialysierten Auszuges aus 
Acetontrockenleber wurden mit 0,2 cem 10° iger Diammonphosphatlésung 
versetzt. Die Lésung neutralisierten wir mit n/10 Essigsaure gegen Lakmus. 
Dann wurden tropfenweise unter starkem Umriihren etwa 0,3 ccm einer 
20 °,igen Losung von Bleiacetat in n/10 Essigsaure zugefiigt. Die Bleisalz- 
zugabe muBte so bemessen sein, daB in der Lésung ein ganz geringer Uber- 
schuB von Phosphat vorhanden ist. Nach Zugabe von Kieselgur zur Klarung 
wurde zentrifugiert. 

2. Bei Anwendung des n/40 ammoniakalischen Auszuges waren die 
gewahlten Verhaltnisse etwas andere. Hier wurden auf 50 cem Lésung 
0,5cem 10° ,ige Ammonphosphat- und 0,95 cem der 20° igen Bleiacetat- 
losung verwendet. 

Die erzielten Lésungen zeigten bei gut erhaltener enzymatischer Wirk- 
samkeit einen erhéhten Reinheitsgrad. So war bei den Lésungen, fiir die 
die essigsauren Ausziige als Ausgangsmaterial dienten, mit Trichloressigsaéure 
EiweiB nicht mehr nachzuweisen. 


Die Ergebnisse der Reinigungsversuche sind in Abb. 6 wieder- 
gegeben. Man erkennt, daB die Lésung, die schon vor der Reinigung 
die Anwesenheit zweier Enzyme hatte erkennen lassen (Kurve I der 
Abb. 6), nach der Reinigung eine noch starkere Betonung des Optimums 


' Diese Zeitschr. 275, 114, 1934. 
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vm bei pu = 4 zeigt (Kurve IT). Es ist bemerkenswert, daB nun diese 
en, Lésung auch bei der Einwirkung auf f-Glycerophosphat die Andeutung 
bei von zwei Optima zu erkennen gibt (Kurve III). Demgegeniiber konnte 
hon bei Lésungen, die schon vor der Reinigung nur die Wirkung des [5,5}]- 
ich- Enzyms zeigten, nie eine wesentliche Verschiebung der px-Wirksamkeits- 
cht. verhaltnisse beobachtet werden. 
An- 
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j ™g 
1 in 
* Abb.6. Vergleich unvorbehandelter and fs ~Z 
elt. voradsorbierter Lisungen hinsichtlich | 
ihrer Wirkung auf 3-Glycero- und Phe- | 
‘ nylphosphorsaure. : a 
tion eee se , vi | 
I. Unvorbehandelter Auszug (n/40 | } | 
Essigsiure) Leber I gegeniiber Phe- 
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ubs II. Voradsorbierter Auszug (n/40 Essig- ee } , MT 
siure) Leber | gegeniiber Phenyl- Fat ill 
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ten, hosphorsiure 0 4 
phosphorsaure. 3 y S 6 7 
wure ~og [1] —= 
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Uber das Vorkommen einer jodhaltigen, 
antithyroxinartig wirkenden Substanz in der Schilddriise. 
Von 


I, Abelin. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Bern.) 
(Bingegangen am 23. April 1936.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


I. 

Als einziger wirksamer Schilddriisenbestandteil gilt bekanntlich 
das Thyroxin. Tatsachlich lieB sich aus der Thyreoidea bis jetzt keine 
andere aktive Substanz isolieren. Es ist aber sicherstehend, daB die 
Jodbindung in der Schilddriise nicht einheitlich ist. Ein Teil des 
Jods ist an das Thyroxin, ein Teil an andere Substanzen gebunden 
(Kendall, Harington). Diese Jodkomponenten sind in ihrem natiirlichen 
Zustand noch nicht isoliert worden: sie diirften im sogenannten Thyreo- 
globulin vereinigt sein. Zur gegenseitigen Abtrennung der einzelnen 
Schilddriisenprodukte dienen proteolytische Verfahren, am besten die 
Aufspaltung mittels Laugen in der Hitze. Die einzelnen Jodbestandteile 
lassen sich dann auf Grund ihrer verschiedenen Léslichkeit bei einer 
bestimmten H’-Konzentration voneinander abtrennen. Die thyroxin- 
haltigen Spaltungsprodukte fallen bei einem pu 5,0 aus, die thyroxin- 
freien bleiben dabei in Lésung. Von diesen letzteren bewiesen Kendall 
und Harington, daB sie im Gegensatz zur Thyroxinfraktion bei der 
Therapie der Hypothyreosen vollkommen wirkungslos sind. Seitdem 
werden in der Literatur ,,aktive’‘ und ,,inaktive‘‘ Schilddriisenprodukte 
unterschieden. Die Bezeichnung ,,inaktiv" ist in bezug auf den normalen 
und hypothyreotischen Organismus wohl zutreffend; in bezug auf den 
Hyperthyreosezustand bedarf dieselbe einer Korrektur, denn, wie die 
friiheren! und die nachfolgenden Versuche zeigen, vermégen diese 
Substanzen den Verlauf der experimentellen Hyperthyreose sehr stark 
zu beeinflussen. Ihrer chemischen Natur nach gehéren diese Produkte 
der sogenannten Dijodtyrosinfraktion an und kénnen als dijodtyrosin- 
haltige Thyreopeptone bezeichnet werden. Sie lassen sich in folgender 
Weise gewinnen: 

Man hydrolysiert getrocknete und gepulverte Schilddriisensubstanz 
6 Stunden lang mit der 10fachen Menge einer 10%igen Bariumhydroxyd- 
lésung. Die abgekiihlte Fliissigkeit wird filtriert und die unléslichen, im 


1 J, Abelin u. A. Schénenberger, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 90, 
489, 1933; Verh. d. freien Vereinigung Schweiz. Physiologen in Basel, 
Januar 1936. 
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Kolben zuriickgebliebenen Bariumsalze mit heiBem Wasser ausgewaschen. 
Das Filtrat enthalt sowohl die Thyroxin- wie die Dijodtyrosinfraktion. 
Zu ihrer Abtrennung wird das py der Fliissigkeit mit Hilfe von konzen- 
trierter Schwefelsaiure auf 5,0 gebracht. Die Thyroxinfraktion fallt dabei 
aus, zugleich scheidet sich Bariumsulfat ab. Man laBt das Gemisch 24 Stunden 
stehen und filtriert ab. Die hell- bis dunkelgelbe Fliissigkeit wird mit einer 
Lésung von basischem Bleiacetat solange versetzt, bis keine Fallung mehr 
entsteht und dann iiber Nacht stehengelassen. Die Bleisalze werden ab- 
filtriert, in Wasser verteilt, die Suspension zum Sieden erhitzt und mit konz. 
Schwefelséure zerlegt. Ein etwaiger Uberschu8 von H,SO, wird mit 
Hilfe von Baryt beseitigt. Das Filtrat wird auf neutrale Reaktion gebracht 
und bei niederer Temperatur im Vakuum zur Trockne eingedampft. Man 
erhalt ein hellgelbes Pulver, welches kein Thyroxin und kein anorganisches 
Jod enthalt und in kaltem Wasser sehr leicht léslich ist. Der Jodgehalt 
der Substanz schwankt etwas, je nach dem Jodreichtum des Ausgangs- 
materials; in den meisten Fallen erhalt man ein Pepton mit etwa 0,5, Jod. 
Das Produkt gibt eine positive Biuret-, Ninhydrin- und Millons-Reaktion. 
Letztere Tatsache deutet darauf hin, daB nicht das gesamte vorhandene 
Tyrosin als Dijodtyrosin vorliegt, denn das in den Stellungen 3 bis 5 
durch Jod substituierte Tyrosin gibt keine Rosafirbung beim Aufkochen 
mit salpetrigsiurehaltigem Quecksilbernitrat. Die Reaktion nach Kendall 
mit salpetriger Saéure und Ammoniak ist negativ bis schwach angedeutet. 
Die Diazorektion nach Komant ist dagegen stark positiv. —- AuBer in Wasser 
ist die Substanz auch in salzsiurehaltigem Alkohol sehr leicht léslich: 
in wasserfreiem oder wasserarmem Alkohol, in Aceton, Ather, Chloroform 
.st sie sehr schwer loéslich. 
i 

Die tierexperimentelle Priifung der isolierten Substanz erfolgte 
in doppelter Weise. a) Bei der einen Versuchsanordnung wurden weiBe 
Ratten zuerst mit Schilddriisensubstanz vorbehandelt. Nach Aus- 
bildung der bekannten Krankheitssymptome begann die Beigabe des 
fraglichen dijodtyrosinhaltigen Thyreopeptons (ohne Unterbrechung 
der weiteren Zufuhr des Thyreoideapulvers). b) Neben der heilenden 
wurde auch die verhiitende Wirkung dieser jodhaltigen Stoffe gepriift. 
In diesem Falle wurden die thyroxinfreien Schilddriisenprodukte ent- 
weder von Anfang an neben dem Thyreoideapulver oder sogar einige 
Tage vor Beginn der Hyperthyreoidisierung verabreicht. Die Zufuhr 
der Praparate erfolgte fast ausnahmslos peroral. Die Zahlenangaben 
der beiden Versuchsreihen sind in den Tabellen I bis VI zusammen- 
gefaBt. Zur Hyperthyreoidisierung wurden meistens die englischen 
Tabletten zu 0,324 g Schilddriise benutzt (Thyroid gland Wellcome). 
In einigen Fallen wurde Thyroxin injiziert. 


A. Heilungsversuche. 

Die beiden Tiere der Tabelle I erhielten vom 6. bis 27. April 1933 
taglich Thyroxin bzw. Schilddriisentabletten. Innerhalb dieser Zeit stieg 
der Grundumsatz stark an, im Durchschnitt um 85°. Das Kérpergewicht 
sank bei beiden Tieren, die Atemfrequenz nahm betrachtlich zu. Darauf 
erhielten die Tiere peroral eine Zulage von 50 bis 200 » Jod in Form des 


1D hoe 
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dijodtyrosinhaltigen Schilddriisenpeptons (5 bis 50mg Substanz). Nach 
einer fast durchweg feststellbaren voriibergehenden Grundumsatzerhéhung 
geht nun die Kalorienproduktion allmahlich herunter, das K6rpergewicht 
steigt an, oder es wird dessen weiteres Sinken aufgehalten. Am 16. Mai. 
nach einer 41 Tage dauernden ununterbrochenen Schilddriisenbehandlung 
betragt die mittlere Grundumsatzsteigerung 75 °,, was angesichts der so lange 
dauernden Hyperthyreoidisierung als nicht sehr hoch angesehen werden dart 
(s. Tabelle I). 

Einen ahnlichen Verlauf nahmen die Versuche der Tabelle II. Einige 
Zeit nach Beginn der Zufuhr der thyroxinfreien Jodfraktion gehen Grund- 
umsatz und Atemfrequenz herunter, das Kérpergewicht nimmt sehr auf- 
fallend zu. Die Besserung tritt bei den einen Tieren ziemlich bald, bei den 
anderen etwas spiter ein. Trotz der lange fortgesetzten Schilddriisen- 
behandlung sind die Krankheitserscheinungen nicht stark ausgepragt (siehe 
Tabelle II), Eine weitere Versuchsserie umfaBte 24 Schilddriisenfiitterungs- 
tage. Nach mehrmaliger Zufuhr von je 20 mg Dijodtyrosinthyreopepton 
ging der Grundumsatz von + 112 auf + 53 und + 43°, zuriick. Die 
Minutenfrequenz der Atmung sank von 106 auf 80 und 72 und das 
Kérpergewicht stieg von 115 auf 136g an. 

Im Laufe der weiteren Priifung wurde die Feststellung gemacht, dal 
die in den bisherigen Versuchen benutzten Dosierungen des dijodtyrosin- 
haltigen Thyreopeptons zu hoch sind und bei langer dauernder Anwendung 
den Hyperthyreosezustand verschlechtern kénnen. Ferner zeigte es sich, 
daB es ganz wesentlich auf den Zeitpunkt und die Dauer der Eingabe des 
Priparats ankommt und da kleine bis minimale Dosen langsamere, 
aber nicht selten bessere Effekte als gréBere, nur kurze Zeit verabreichte 
Mengen ergeben. Bei der Versuchsreihe der Tabelle III dauerte die Schild- 
driisenzufuhr 47 Tage. Die thyroxinfreie Schilddriisenfraktion wurde nur 
von Zeit zu Zeit und zuerst in ganz kleinen Quantitéten verabreicht. Man 
erkennt, da bereits 5 y Jod in dieser Bindungsform deutliche Grund- 
umsatzerniedrigungen bewirken kénnen (vgl. die Versuche vom 6. Februar 
an den Tieren Nr. 86, 88). Unterbrechung der Zufuhr des dijodtyrosin- 
haltigen Schilddriisenpeptons hat einen Anstieg, Wiederzufuhr eine Er- 
niedrigung des Grundumsatzes und der Atemfrequenz zur Folge. Wie die 
Versuche vom 15. bis 21. Februar zeigen, diirfen 100 » Jod (20 mg Substanz) 
in dieser Form nicht zu lange gegeben werden. Beim Weglassen des Pri- 
parats wihrend der Versuchstage vom 21. bis 26. Februar nahm die Warme- 
bildung wieder zu (s. Tabelle ITT). 

In den Versuchen der Tabelle IV wurden bloB 20» Jod als Dijod- 
tyrosin-Thyreopepton gegeben. Die Substanz wurde ferner periodenweise 
verabreicht. Die Entwicklung der Hyperthyreose wurde deutlich gehemmt : 
dauernd relativ niedriger, zeitweise sogar fast normaler Grundumsatz, 
Kérpergewichtszunahme, milder Charakter der Nebenerscheinungen. Nach 
44 Tagen ununterbrochener Schilddriisenzufuhr schlieBt der Versuch mit 
einer durchschnittlichen Grundumsatzerhéhung von 44 % ab, was normaler- 
weise nie der Fall ist. Die nicht dauernd fortgesetzte, sondern zeitweise 
unterbrochene Eingabe des Dijodtyrosin-Thyreopeptons scheint von 
Vorteil zu sein (s. Tabelle IV). 


B. Verhtitungsversuche mit dem Dijodtyrosin-Thyreopepton. 


Uber die Ergebnisse dieser Versuchsreihe gibt Tabelle V Auskunft. 
Die Tiere Nr. 22 und 23 erhielten in bestimmten Zeitabschnitten 50 y, die 
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Tier Nr. 11 


Tier Nr. 10, # 


U. 
| + %» (im 
| Vergleich 


G. 


mit dem 


Mittel wert 
der Normal- 


Cal, qm 
Std. 


9 


| 


Koérper- 
gewicht 


Atem- 
frequenz 
pro Min. 


mit dem 
Mittelwert 


G. 


I 
Cal/qm 
/24 Std. 


Behandlung 


der Normal- 


periode) 


periode) 


| 
| 
| 


if 


1 


-11. V. 


tabletten 


9.- 


33 taglich 200 mg Schilddriisen- 


20mg DiTP. peroral 


3 tiiglich 


33, 
19 


19 


V. 


12. 


00 mg Schilddriisen- 


» 


3 


5. V. 
tabletten + 


y 
Omg 


» 


I. 


Abelin: 


3 taglich 200 mg Schilddriisen- 


3: 


19 


16.—18. V. 


- 40mg DiTP. peroral 


tabletten 


19. V. 


159} 


33 


‘ 
« 


19 


das Tier schwitzt nicht mehr, es leidet anch an keinen 


1 Beim Tier Nr. 10 sind die Hyperthyreoseerscheinungen zum grofen Teil zuriickgegangen;: 


Die Hyperthyreoseerscheinungen bestehen noch. 


Durchfillen und ist munter. 


Tiere Nr. 130 und 131 10 
bis 20 y Jod in Form des 
Dijodtyrosin-Thyreopep- 
tons (2 bis 4 mg Substanz). 
Beide Versuchsserien  be- 
gannen mit der bloBen Dar- 
reichung dieser Substanz, 
nach einigen Tagen be- 
kamen die Tiere auch das 
Schilddriisenpulver.  Dar- 
auf wurde  abwechselnd 
entweder Dijodtyrosin- 
Thyreopepton und Thy- 
reoidea oder nur Thy- 
reoidea allein gegeben. Auf 
die einleitende ausschlieB - 
liche Behandlung mit dem 
Dijodtyrosin - Thyreopep- 
ton reagierten die Tiere 
haufig mit einer betracht- 
lichen, aber kurzdauernden 
Grundumsatzerhéhung 
(vgl. die Tiere Nr. 22, 23, 
131, 132). Médglicherweise 
werden bereits dabei Ab- 
wehrkrafte gegen die In- 
toxikation geweckt, denn 
die nachfolgende Hyper- 
thyreoidisierung nimmt 
einen relativ schwachen 
und tragen Charakter an. 
Der Grundumsatz bleibt 
fast dauernd auf einer nied- 
rigen Stufe, das Korper- 
gewicht erleidet keine 
nennenswerten  Verande- 
rungen oder steigt zeitweise 
iiber die Ausgangszahlen 
an. Bei den Tieren Nr. 22 
und 23 bleibt die Atem- 
frequenz nicht weit 
der Norm entfernt, bei 
den Tieren Nr. 130 und 131 
wird sie erst gegen Ende 
des Versuchs erhoéht. Bei 
diesen beiden Tieren sind 
die Versuchsergebnisse vom 
5. Marz beachtenswert, wo 
derGrundumsatz fast plotz- 
lich ansteigt. Es handelt 
sich hier um einen Uber- 
gangsabschnitt kurz nach 
Unterbrechung der Jod- 


von 


Vevetabilien. 


Mileh, Brot, 


Jod). kK 


bis 250 


> 


(C: 


peroral 


pro dosi 


Dijodtyrosin 


5 bis 60 rig 


KRatte. 


der 
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“ae SRE PVE SY Wilt VUR DCRINN Ger be aiung (Mittelwerte). 


awe oe ee 


Vorkommen einer jodhalt. antithyroxinartig 


peptonzufuhr. Ebenso wie 
auf den Beginn reagieren 
die Tiere manchmal auch 
auf den AbschluB der spezi- 
fischen Jodbehandlung in- 
tensiv, aber kurzdauernd. 
In den nachfolgendenTagen 
sinkt der Grundumsatz 
(vielleicht auch hier im Zu- 
sammenhang mit der vor- 
ausgegangenen Steigerung) 
ganz betrachtlich ab. Dar- 
iiber unterrichten die Ver- 
suche vom 10. und 12. Marz 
(s. Tabelle V). 

Auf eine Wiedergabe 
der Kontrollversuche mit 


ausschlieBlicher Schild- 


driisenbehandlung darf ver- 
zichtet 
perimente nehmen den be- 


werden. Die Ex- 


kannten gleichsinnigen 
Verlauf: nach einer etwa 
dreiwéchentlichen Schild- 
driisenzufuhr steigt der 
Grundumsatz um 100 bis 
125%, an und _— unter 
schweren allgemeinen Ver- 
giftungserscheinungen be- 
ginnen die Tiere der Reihe 
nach abzusterben. Ver- 
suche dieser Art sind in 
der Literatur zahlreich 
beschrieben, u. a. auch in 
friiheren eigenen Ver6ffent- 
lichungen', 
Von den _ weiteren 
physiologischen Wirkun- 
gen des  Dijodtyrosin- 
Thyreopeptons ist dessen 
intensive Wirkung auf 
die Froschlarvenmeta- 
morphose erwaéhnenswert. 
In einer Jodverdiinnung 
von 1: 1,5 Millionen lést 


! Vgl. Klin. Woschen- 
schr. 1935, S. 1777; diese 
Zeitschr. 199, 100, 1928; 
228, 165, 1930. 


Tabelle IV (Fortsetzung). 
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Ratte Nr. 134, 
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Atem- K orper- 
gewicht 
der Normal- 
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pro Min 


mit dem 
Mittel wert 
der Normal- 


24 Std. 


Behandlung 


wirkend. 


periode) 


periode) 


driisenta 


Substanz usw. 
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ad. a. 
driisentablette 
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170 I. Abelin: 
diese Substanz innerhalb von 4 bis 5 Tagen eine tiberstiizte Um- 
wandlung der Kaulquappen in kleinste gutausgebildete Fréschchen aus. 
Selbst in erheblich starkerer Verdiinnung ist der Erfolg sehr deutlich. 

Die Frage der Wirkung des Dijodtyrosin-Thyreopeptons auf die 
Acetonitrilresistenz der weiBen Maus konnte nicht entschieden werden. 
Tagliche Behandlung der Tiere mit 2,5 bis 5y Jod in Form dieses 
Praparates hat auf die Hohe der iiblichen letalen Acetonitrildosis keinen 
EinfluB. Was nun den Thyroxinschutz gegen die Acetonitrilvergiftuny 
anbetrifft, so wurde er in etwa der Halfte der Falle durch das Praparat 
aufgehoben, bei den anderen Tieren blieb aber die Thyroxinwirkung 
unbeeinfluBt. 

Das Ergebnis der Gaswechselversuche laBt erkennen, daB die Schild- 
driise auBer dem Thyroxin noch einen anderen jodhaltigen physiologisch 
bedeutungsvollen Stoff enthalt. Bei der weiteren Aufspaltung desselben 
gelangt man zum kristallisierten Dijodtyrosin. Der hier erzielte 
biologische Effekt darf somit mit demjenigen des Dijodtyrosins in 
Parallele gesetzt werden. Er iibertrifft aber die Wirkung des Dijod- 
tyrosins, vermutlich infolge der natiirlichen Bindungsart an die Eiweif- 
komponenten der Schilddriise. Ein Zahlenvergleich ergibt z. B. 
folgendes: Mit 50 bis 100 mg Dijodtyrosin werden rund 29300 bzw. 
58600 y Jod zugefiihrt. In der spezifischen Bindung an das Schilddriisen- 
eiweiB geniigen aber 50 bis 100 y Jod, um einen ahnlichen therapeuti- 
schen Erfoig zu erzielen. Die Gefahr einer Jodiiberdosierung ist demnach 
beim Dijodtyrosin héher als beim Dijodtyrosin-Thyreopepton, die 
Aichtung der biologischen Aktivitat ist aber bei beiden Stoffen die gleiche. 


Il. 

Eine richtige Beurteilung der hier gewonnenen Ergebnisse setzt 
auBer einer genauen Analyse derselben die Priifung der Frage voraus, 
ob auch andere jodhaitige Verbindungen ahnliche dampfende Wir- 
kungen auf den Thyroxineffekt auszulésen vermégen. Insbesondere 
kommen hier in Betracht: 1. das therapeutisch so viel verwendete 
anorganische Jod in Form der Lugolschen Lésung und 2. andere dem 
Dijodtyrosin ahnlich gebaute Verbindungen, etwa vom Typus des 
Dijodtyronins. 

1. Anorganisches Jod. Die Einfiihrung der Lugol-Behandlung des 
Basedow stiitzt sich auf rein klinische Erfahrungen und nicht auf Er- 
gebnisse der Laboratoriumsforschung, denn bei der experimentellen 
Hyperthyreose versagt das J-Jodkalium. Dariiber liegen in der Literatur 
zahlreiche Angaben vor (Kunde!, Reznicheck?, Cordonnier®, Wilhelm) 





1 M. Kunde, Amer. J. of physiol. 82, 195, 1927. — 2 C.G@. Reznicheck, 
ebenda 98, 683, 1930. — * J. Cordonnier, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 26, 
636, 1929. 
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174 I. Abelin: 


und Boothby), Siebert und Thurston?, Sturgis, Zubiran, Wells und 
Badger*®, Carlson und Dock* u.a.). Fiir die Beantwortung der vor- 
liegenden Fragestellung sind aber die Erfahrungen dieser Autoren 
nicht ohne weiteres verwertbar, denn in den allermeisten Fallen ode: 
fast ausschlieBlich handelt es sich um Versuche, wo taglich Tausende 
Gamma Jod zur Anwendung kamen. Aus diesem Grunde wurden diese 
Experimente wiederholt. Die Tiere bekamen genau so viel Jod wie 
mit dem Dijodtyrosin-Thyreopepton, nur in Form von Lugolscher 
Lésung. Die Versuchsreihe umfaBt 7 Ratten. Die Tiere wurden zuerst 
hyperthyreoidisiert und dann mit den entsprechenden Gammamengen 
anorganischen Jods behandelt. Von den 7 Ratten starben 3 einige 
Zeit nach Beginn der Jodzufuhr, bei 3 Tieren trat keine Erniedrigung 
des Grundumsatzes ein (Tiere Nr. 95, 96, 107), beim Tier Nr. 94, das von 
Anfang an auf die Thyreoideazufuhr relativ schwach reagierte, ist det 
Grundumsatz nach der Jodzufuhr nicht wesentlich weiter gestiegen. Die 
{atten waren wahrend der gleichzeitigen Schilddriisen- und Jodbehand- 
lung sehr aufgeregt und hatten nur wenig Schlaf. Im groBen und 
ganzen kénnen die oben erwahnten Literaturangaben tiber das Versagen 
des anorganischen Jods bei der experimentellen Hyperthyreose bestatigt 
werden. Dagegen ist ein giinstiger EinfluB des Jods auf das Kérper- 
gewicht haufig in Erscheinung getreten (vgl. die Tiere Nr. 94, 95, 107, 
Tabelle V1). 

2. Das Dijodtyronin nimmt chemisch eine Mittelstellung zwischen 
dem Dijodtyrosin und dem Thyroxin ein. Es ist ein unmittelbarer 
Abkémmling des Dijodtyrosins, steht aber seinem physiologischen 
Verhalten nach naher dem Thyroxin, mit dem es auch viele biologische 
Wirkungen gemeinsam hat. Es wurde von Harington als Ersatz des 
Thyroxins empfohlen (vgl. auch de Caro und Giani®*): 


0-H o—~< SoH 


J jf “J 


+a 
CH,CH(N Hg). COOH CH,CH(NH,). COOH 
Dijodtyrosin. Dijodtyronin. 


Ob das Dijodtyronin unter den jodhaltigen Bestandteilen der 
Thyreoidea vertreten ist, lie sich bis jetzt nicht sicher entscheiden. 
Immerhin wird man seine eventuelle Mit beteiligung an der Schilddriisen- 

1 C. M. Wilheimj u. W. M. Boothby, Amer. J. of physiol. 92, 568, 1930. 
— ? W.J. Siebert u. E. W. Thurston, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 29, 
652, 1932. —-° C. C. Sturgis, S. Zubiran, G. W. Wells u. Th. Badger, J. clin. 
Invest. 2, 289, 1925/26. — 4 A. Carlson u. Dock, Amer. J. med. Sci. 176. 
701, 1928. ° de Caro u. M.Giani, Arch. f. exper. Path u. Pharm. 173. 
404, 1933. 
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funktion noch weiter verfolgen miissen. Es war daher von Interesse, 


sein Verhalten dem Thyroxin gegeniiber zu priifen und mit demjenigen 


des Dijodtyrosins bzw. Dijodtyrosin-Thyreopeptons zu vergleichen. 


Aus der Abb. 1 ist ersichtlich, daB im Gegensatz,zum Dijodtyrosin 


Abb. 1. EinfluB des Dijodtyronins 
auf die Grundumsatzwirkung der 
getrockneten Schilddriisensubstanz. 
Die Tiere A und B (Nr. 114 und 115) 
bekamen tiglich 0,1 g Thyreoidinum 
sice. Riedel per os. Bei a Beginn 
der Zugabe von Dijodtyronin. Beide 
Tiere starben im Laufe der Be- 
handlung. 
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Versuchstage 


das Dijodtyronin die Thyroxinwirkung nicht abschwacht, sondern 
im Gegenteil verstarkt. Es erhéht vielfach die Giftigkeit des Thyroxins. 


Drei weitere Versuchsreihen 
dieser Art sind in der Abb. 2 
vereinigt. Die Kurve A 
stellt den Effekt einer tag- 
lichen Injektion von 0,1 mg 
Thyroxin dar. Die Kurven 
B und C zeigen den Grund- 
umsatzanstieg, wenn taglich 
neben 0,1 mg Thyroxin auch 
3,5 mg Dijodtyronin — ein- 
gespritzt werden. Abb. 3 ver- 
anschaulicht die Grundum- 
satzwirkung der gleichen 
Jodmengen, wenn dieselben 
ausschlieBlich in Form von 
Dijodtyronin verabreicht 
werden (Tiere Nr. 50 und 51). 
Als Thyroxinantagonist ver- 
mag das Dijodtyronin nicht 
aufzutreten. 


dei 
len. 


‘ll In dem gesamten Fragen- 
930). komplex des Jods und der 
, 29, Thyreoidea ist das Ausein- 
lin. andergehen der Jodwirkung 
oo bei der genuinen und experi- 

mentellen Hyperthyreose be- 


Biochemische Zeitschrift Band 286. 


Grundumsatzerhohung 
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Versuchstage 


Abb. 2. Einfluf des Dijodtyronins auf die Grund- 
umsatzwirkung des Thyroxins. Kurve A zeigt 
den Verlauf der Grundumsatzerhihuny bei tag- 
licher subeutaner Injektion von 0,1 mg Thyroxin 
(Tier Nr. 56). In den Kurven B und © ist der 
Grundumsatzanstieg bei tiglicher subcutaner 
Injektion von 0,1 mg Thyroxin + 3,5 mg Dijod- 
tyronin (insgesamt 2420 y Jod) dargestellt 
(Ratten Nr. 48 und 49). 


12 
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sonders auffallend. Eine begriindete Erklarung dafiir liegt nicht vor. 
Ebenso ist der ganze Mechanismus der Jod- und Dijodtyrosinwirkung 
bei der menschlichen Hyperthyreose nicht genau erfaBbar. Eine An- 
zahl Autoren nimmt in beiden Fallen eine ,,reine Jodwirkung™ an, 
doch wird dieser Begriff von den betreffenden Forschern nicht weiter 
auseinandergesetzt. Bei taglicher Zufuhr gréBerer Mengen anor- 
ganischen Jods, wie sie bei der Basedowbehandlung iiblich ist, sind 

direkte  Jodwirkungen nicht — ausge- 

schlossen. Sie diirften sich hauptsachlich 





in Form einer Oxydationsbeschleunigung 
physiologisch wichtiger, chemisch labiler 
Stoffe 4uBern!. Nun wird aber der gréBte 
Teil des zugefiihrten anorganischen Jods 


SS & 
S$ ss 8B 


wieder in anorganischer Form durch den 


S 


Harn ausgeschieden. Was vom Jod im 


Grundumsatzerhbhung 











0 29 6 8 D2 4% 6% Organismus zurickbleibt, wird zu einem 

Versuchstage erheblichen Teil in der Thyreoidea in 
Abb. 3. Grundumsatzwirkung organischer Form abgelagert. Diese alt- 
von 5mg Dijodtyronin (2420 ; 
Jod), tiglich subeutan verab- 
reicht (Ratten Nr.50 und 51). — neueren quantitativen Joduntersuchungen 


bekannte Tatsache wurde durch die 


von Marine?, Marine und Feiss* und 
Marine und Rogoff* u. a. sichergestellt. Eine ungefaihre Berechnung 
ergibt, daB die Schilddriise etwa 200000 bis 500000mal mehr Jod als 
das dieselbe durchstrémende Blut enthalt. Es kommt also bei der 
Jodzuriickhaltung zu einer sehr erheblichen Konzentrationsleistung 
(Grab5). Diese ausgeprigte Jodbindungsfahigkeit gehért mit zu den 
Grundlagen einer normalen Schilddriisentatigkeit. 


Einige Kliniker verwenden bei der Basedowbehandlung an Stelle 
der Lugolschen Lésung Jodkalium, Jodnatrium, jodierte Fettsauren, 
jodiertes EiweiB usw. Sie vertreten die extreme Auffassung, da die 
chemische Beschaffenheit des Jodtraégers ohne Bedeutung ist und er- 
blicken darin einen Beweis fiir eine einfache Jodwirkung. In Wirklich- 
keit ist aber dieselbe sehr kompliziert, denn einerseits wird anorganisches 
Jod im Organismus bzw. in der Thyreoidea in die organische Form 
umgewandelt; andererseits kann im Kérper von den allermeisten ver- 
wendeten organischen Jodverbindungen anorganisches Jod abgespalten 
werden. Theoretisch darf also bei den meisten medizinischen Jod- 
praparaten mit einer Wirkung organischen wie anorganischen Jods 


1 Vgl. dariiber J. Abelin, Klin. Wochenschr. 1936. I, 807. 2D). Marine, 
J. of biol. Chem. 22, 547, 1915. — * D. Marine u. H.O. Feiss, J. Pharm. 


Exp. Ther. 7, 557, 1915. — 4 D. Marine u. J. M. Rogoff, ebenda 8, 439, 
1916. 5 W. Grab, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 172, 586, 1933. 
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Abelin: 


IV. 


tot am 8. 


gerechnet werden. Eine wissen- 
schaftlich begriindete Unter- 
scheidung oder Identifizierung 
dieser beiden Wirkungsformen 
ist zur Zeit nicht méglich. Da 
aber, wie erwahnt, das an- 
organische Jod  rasch  aus- 
geschieden, das JodeiweiB da- 
gegen zurtickbehalten wird und 
da auch das jodierte, thy- 
roxinfreie Schilddriisenprotein 
so. stark antithyreotoxisch 
wirksam ist, verdient dieser 
Teil des Jodumsatzes eine be- 
sondere Beachtung. Der Jod- 
reichtum einer Thyreoidea mu 
nicht nur vom Standpunkte 
des Thyroxin-, sondern auch 
vom Standpunkte des _ hier 
untersuchten Antithyroxinge- 
haltes betrachtet werden. In 
schweren Fallen von Basedow 
wird die Thyreoidea nicht selten 
jodarm bis jodfrei gefunden. 
Dieser Jodmangel in der Thy- 
reoidea kann in doppelter 
Richtung schadlich sein: a) 
durch die vermehrte Thyroxin- 
abgabe an den Kérper und b) 
durch den verminderten Ge- 
halt an entgiftenden Jodver- 
bindungen vom Typus des 
Dijodt yrosinproteins. Schon die 
Anfiillung der Schilddriise mit 
Jod, wie sie bei der Lugol- 
behandlung als eines der ersten 
Zeichen aufzutreten pflegt, kann 
somit therapeutisch von Nutzen 
sein. Der Erfolg einer Jod- 
behandlung des Basedow diirfte 
auBer von der Natur und der 
Dosierung des Jodpraparates 
auch von der Funktions- 
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tiichtigkeit der Schilddriisenepithelien, vom Grade und der Rich- 
tung ihres Jodretentionsvermégens abhangen. Es gibt Basedow- 
driisen, welche trotz Jodzufuhr wenig Jod aufnehmen. Manchmal 
sind es die schwer toxischen Falle. Ebenso kénnte der oben diskutierte 
MiBerfolg der Jodzufuhr bei der experimentellen Hyperthyreose auf 
der gleichzeitigen starken Einschrankung der Tatigkeit der Eigen- 
schilddriise beruhen. Weitere Fortschritte in dieser Frage sind nur im 
Zusammenhange mit einer naheren Erfassung der Physiologie und 
Pathologie des Jodstoffwechsels der Schilddriise denkbar. Anfange 
in dieser Richtung liegen bereits vor (Wilson und Kendall', Abelin?. 
Gutman, Benedict, Baxter und Palmer®, Abelin und Finkelstein4, Cavett, 
Rice und Mc Clendon®*). 


Zusammenfassung. 


1. Aus den hydrolytischen Spaltungsprodukten des Schilddriisen- 
gewebes laBt sich eine thyroxinfreie jodhaltige Substanz in Form eines 
Peptons isolieren. Dieselbe lést beim hyperthyreoidisierten Tier eine 
starke Grundumsatzerniedrigung und eine allgemeine Besserung aus. 
Die Substanz ist sehr aktiv, indem bereits wenige Gamma Jod derselben 
deutliche Effekte zeigen. Ebenso wie das Schilddriisengewebe und das 
Thyroxin ist auch das hier untersuchte Produkt peroral wirksam. 

2. Durch Darreichung von anorganischem Jod in Form von Lugol- 
scher Lésung oder von Dijodtyronin wird die experimentelle Hyper- 
thyreose entweder nicht beeinfluBt oder sogar verstarkt. Die Besserung 
des Krankheitszustandes durch die thyroxinfreien jodhaltigen Schild- 
driisenprodukte kann nicht als eine blobe Jodwirkung aufgefaBt werden. 

3. Bei der weiteren Zerlegung des hier untersuchten jodhaltigen 
thyroxinfreien Schilddriisenpeptons entsteht Dijodtyrosin. Es wird 


auf die weitgehende physiologische Ubereinstimmung dieser beiden 
Substanzen hingewiesen und die Ansicht geduBert, daB die Thyreoidea 
neben dem Thyroxin einen physiologisch wirksamen dijodtyrosin- 
haltigen Stoff bildet. 


1 L. B. Wilson, u. E. C. Kendall, Amer. J. Med. Sei. 151, 79, 1916. — 
2 I, Abelin, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 74, 1,1927. — 3 A. B. Gutman, 
E. M. Benedict, B. Baxter u. W. W. Palmer, J. of biol. Chem. 97, 317, 1932, 
47, Abelin u. N. Finkelstein, Schweiz. Med. Wochenschr. 1934, S. 985; 1935. 
S. 872. — °> J. W. Cavett, C.O. Rice u. J. F. McClendon, J. of biol. Chem. 
110, 673, 1935. 





Der Metallgehalt der Gallensteine und der Galle. 


Von 
Ernst Miiller. 


(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Marburg /Lahn.) 
(Eingegangen am 28. April 1936.) 


I. 


Im Laufe der Zeit hatten sich im hiesigen Institut gréBere Mengen 
Riickstaénde angesammelt, welche nach Beseitigung der atherléslichen 
Substanzen aus menschlichen Gallensteinen verblieben waren. Sie 
wurden zu einer griindlichen Untersuchung auf den Gehalt der Gallen- 
steine an Metallen verwendet. Die Priifung auf Silber muBte bei meinem 
Untersuchungsgang auBer Betracht bleiben, hingegen lieB sich als neu 
das Vorhandensein von Nickel und Kobalt erweisen, die in menschlichen 
Organen in allerdings kleinsten Mengen nachgewiesen sind (1). Auch 
Spuren Wismut, das hier noch nicht ermittelt wurde, sind sicher vor- 
handen, daneben héchstwahrscheinlich Antimon und Zinn. 


Die atherunléslichen Anteile der Gallensteine wurden in sechs Portionen 
nach Stolte (2) in der Platinschale verascht. Die so erhaltene gesamte Roh- 
asche wog 73,86 g. Da nach meinen Ermittlungen der Aschegehalt des 
Atherunléslichen durchschnittlich 41,5 % betragt, wiirde die Rohasche aus 
einer Menge von 178,0g Atherunléslichem stammen. Der Gehalt der 
Gallensteine an Atherunléslichem betrug in meinem Material 5 bis 10%}. 
Legt man den Hoéchstgehalt von 10% Atherunléslichem zugrunde, so 
wiirden sich 1780 g Gallensteine als Ausgangsmaterial ergeben. 

Bei der analytischen Aufteilung und quantitativen Bestimmung der 
Asche hielt ich mich im wesentlichen an den Analysengang nach Strecker (3) 
und die Angaben T'readwells (4). Die erhaltenen Zahlen sind als Mindest- 
werte anzusehen. Beim Lésen der Asche in analysenreiner HCl entwickelte 
sich sehr reichlich CO,. Das Gemisch des in HCl unléslichen Anteiles betragt 
nach zweimaligem Eindampfen der salzsauren Aschelésung bis zur Trockne 
0,6614 g, davon sind durch FluBsaiure zu verfliichtigen 0,5793 g = SiO,, 
der Rest, 0,0821 g, ist ein Gemisch aus Fe,0, + Al,O,, das bei einem Versuch 
der quantitativen Aufteilung zu Verlust ging. 

Im H,S-Niederschlag wurden gefunden: Kupfer 0,3340 g CuO, Blei 
0,1619 g PbCrO,, Wismut + (Natriumstannitreaktion), Zinn + ?, Anti- 
mon + ? (Identifizierung der entsprechenden Sulfide miBlingt), Cadmium, 
Quecksilber und Arsen sind nicht nachweisbar. 

Vor Ubergang zur Schwefelammoniumgruppe wird die Phosphorsaure 
mit analysenreinem Bleiacetat vollstandig entfernt (3). 

Im (NH,),S-Niederschlag wurden gefunden: Eisen 0,7221 g Fe,0,, 
Mangan 0,0722 g Mn, O,, Aluminium 0,0071 g Al,O;, Chrom 0,0387g BaCrQ,, 
Kobalt 0,0048g¢ CoSQ,, Nickel 0,0009g NiC,H,,N,0,, Zink 0,0013g ZnO. 

Den Hauptanteil stellt selbstverstandlich der Ammoniumcarbonatnieder- 
schlag dar. Der Niederschlag wird gelést (500 cem), in zwei aliquoten Teilen 
(5cem) Ca bestimmt. Mittelwert: 24,62 g Ca. 
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Samtliche gefundene Phosphorsaure (s. unten) als Ca,(PO,). berechnet, 
ergibt 12,08 g Ca,(PO,4).. Der Rest des nicht an Phosphorsaure gebundenen 
Calciums als CaCO, berechnet, ergibt 49,80 g CaCO,. Barium und Strontium 
konnten nicht nachgewiesen werden. 

Magnesium 0,4598 g Mg, P,O,. 

Die Summe der Chloride NaCl + KCl betragt 4,2989 g. Nach Ent- 
fernung eines groBen Teiles NaCl durch HCl lassen sich 1,4595 ¢ KCIO, 
bestimmen. Umgerechnet ergibt das 1,38 g Na, 0,41 g K. Lithium lieB sich, 
allerdings bei Anwendung eines alteren Spektralapparates, nicht nachweisen. 

Die Bleiphosphatfallung wird zwecks quantitativer Bestimmung der 
Phosphorséure nach Entfernung des Bleies mit H,S dreimal mit HNO, auf 
dem Wasserbad zur Trockne gebracht und die Phosphorsiure portionsweise 
nach Woy (4) ausgefallt und in Magnesiumpyrophosphat itibergefiihrt : 
8,67 g Mg,P,O;. In dem salpetersauren Filtrat der Phosphormolybdat- 
fallung finden sich noch reichlich Caleium, Eisen, Spuren Mangan, Alumi- 
nium und Magnesium, Kobalt fraglich. 


Tabelle I. 





In 100g In 1000 g Bisheriger In 100g In 1000 ¢ Bisheriger 


mp Gallen- s bao Gallen- : 
Asche lainey Befund Asche stating Befund 


+ Vergl. (6) | Cr 0,0109¢ 0,0044g + Vergl. (6) 
0,3653¢ 01499¢ + , yn 0,0014g 0,0006¢ ‘ 
01421g 0058382 + - Ni 0,0008¢ 0,00°1L¢ 

+? +? Ca | 33,71 ¢ 13,83 ¢ 
+? +? ae 


0,0564 g 
0,7767 & 
0.2313 ¢ 


” 


0,6915¢ 0,28387 ¢ 

0,0712g¢ 0,0292¢ + ss Li os ‘ 

0,0051g¢ 0,0021g + bis 90% ]SiO, 0,79381g 0,3254¢ + 33°, der 
der Asche Asche (9) 
Aly Os (9) | PO, 10138 ¢ 4.157¢ + Vergl. (6) 





In Tabelle I sind die von mir gefundenen Mindestwerte auf 100g 
Asche und 1000g Gallensteine umgerechnet zusammengestellt unter 
Beriicksichtigung der schon bekannten Elemente. Ein quantitativer 
Vergleich ist nur teilweise méglich, da die vorliegenden Arbeiten von 
Hirschmann (5), Ruthhardt und Hirschmann (6), Schénheimer und 
Herkel (7), Peel (8), Gonnermann (9) entweder nur qualitative Angaben 
machen oder, soweit sie quantitativ sind, sich auf bestimmte Gallenstein- 
sorten beziehen. Die Befunde fiir SiO, und Al decken sich mit denen 
von Hirschmann (5) im Gegensatz zu Gonnermanns (9) hohen Werten, 
deren Zustandekommen ich mir trotz der angewandten Vorsichts- 
maBnahmen nur aus der Verwendung von Porzellantiegeln erklaren 
kann. 





E. Miiller: 


Zusammenfassung. 

Neben den schon bekannten Metallen in menschlichen Gallensteinen 
wurden zum ersten Male Nickel, Kobalt, Wismut und Zinn (fraglich) 
festgestellt und nach Méglichkeit quantitativ ermittelt. 

Der Kérper entledigt sich also durch die Leber der Metalle. Wieweit 


diese eine Wirkung als Katalysatoren nach Art des Eisens oder Kupfers 
im Korper entfalten, mu dahingestellt bleiben. 


Il. 
Nach Auffinden der verschiedensten Metalle in den Gallensteinen 
war es naheliegend, auch die Galle auf das Vorhandensein dieser Ele- 
mente zu priifen. 


Ausgangsmaterial bildeten 6 Liter unter Chloroformzusatz gesammelte 
menschliche Leichengalle. Sie wurde im Berlinschen Extraktionsapparat 
mit Chloroform extrahiert und gab dann 161g Trockenriickstand, dieser 
lieferte 54,36 g Asche = 33,76. Von der Asche wurden 40,30 g analysiert, 
und zwar nach dem gleichen Gang wie oben beschrieben, nur mit dem 
Unterschied, da die Phosphorsiure vor dem Ubergang zur (NH,).8- 
Gruppe statt mit Bleiacetat mit Ammoniummolybdat nach Woy portions- 
weise entfernt und das Magnesium nach Schaffgott als MgO bestimmt wurde. 
Die Zahlen fiir Calcium, Magnesium, Natrium, Kalium und PO, sind Mittel- 
werte aus je vier Bestimmungen. Samtliche Werte sind Mindestwerte. 
Analysenwerte: 0,1446 g SiO,, Kupfer (auch nicht in Spuren, Benzoin- 

oximnachweis), 
Quecksilber, Blei, Wismut, Cadmium, Zinn, Antimon, 
Arsen sind nicht nachweisbar. 
0,0212 g Fe,Os, 
0,0027 g Mn,O,, 
0,0085 g Al, Os, 
0,0024 g NiC,H,,N,O,, 
Chrom, Kobalt, Zink nicht nachweisbar. 
0,96 2 CaQ, 
Barium und Strontium nicht nachweisbar, 
0,449 MgO, 
33,11 g NaCl + KCl, 
12,185 ¢ KCIO,, 
Phosphorsaure: 10,48 g Mg, P,O;. 

In Tabelle II sind die Werte auf 100 g Asche umgerechnet zusammen- 
gestellt. Auffallend ist das Fehlen von Kupfer und der verhaltnismabig 
hohe Nickelwert. 

Tabelle II. 

100 g Asche enthalten: 

0,0368 g Fe 0,6585 g 
0,0048 g Mn 25,92 g 
0,0112 g¢ Al 8,536 g 
0,0012 g Ni 0,3588 g 
1,702 g Ca 22,19 g 
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In der Asche menschlicher Blasengalle werden Eisen, Mangan, 
Aluminium und Nickel gefunden, waihrend im Gegensatz zu den Gallen- 
steinen Kupfer, Blei, Chrom, Zink und Kobalt fehlen. Man kann sich 
diesen Unterschied wohl nur damit erklaren, daB man eine allmahliche 
Anreicherung der Gallensteine im Laufe ihrer Entstehung an diesen 
Metallen in so weitem MaBe annimmt, daB sie dort im Gegensatz zur 
Galle nachweisbar werden. 


Literatur. 


1) Heffter, Handb. d. exper. Pharm. 3, 2. Teil, S. 1460. 2) Hoppe- 
Seyler-Thierfelder, Physiol. u. Pathol. chem. Analyse 1924. 3) Strecker, 
Qualitative Analyse 1932. 4) Treadwell, Lehrb. d. anlyt. Chem. 1930. 

5) Hirschmann, Spektrographische Metallanalyse von Gallensteinen. Disser- 
tation Basel 1934. Hier ausfiihrlicher Literaturnachweis. — 6) Ruthhardt 
u. Hirschmann, Zentralbl. f. allgem. Path. u. Path. Anat. 61, 275, 1934. 

7) Schénheimer u. Herkel, Klin. Wochenschr. 1981. 8S. 345. —- 8) Peel, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 167, 250, 1927. 9) Gonnermann, ebenda 111, 32, 1920. 





Die maBanalytische Bestimmung 
des Restkohlenstoffs in biologischen Fliissigkeiten. 
Von 
Walter Kocholaty. 
(Aus der II. Medizinischen Klinik der Deutschen Universitat in Prag.) 
(Eingegangen am 29, April 1936.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


An Bestimmungsmethoden des Restkohlenstoffs in biologischen 
Fliissigkeiten ist in der Literatur kein Mangel: gleichwohl erscheinen 
standig Verbesserungen, welche Tatsache man fast als Beweis dafii 
nehmen kénnte, daB die bisherigen Verfahren die angestrebte Voll- 
kommenheit noch nicht erreicht haben. Die Anspriiche, die an eine 
Bestimmungsmethode des Restkohlenstoffs gestellt werden, sind: 
Genauigkeit, Verwendbarkeit zur Untersuchung jeglicher physio- 
logischer Flissigkeit, weiterhin eine méglichst unkomplizierte Apparatur, 
die auch dem weniger Geschulten das Arbeiten erméglichen soll. Es 
sei gleich vorweggenommen, daB es bis heute keine Methode gibt, die 
allen angefiihrten Bedingungen genigt, und auch die im folgenden zur 
Beschreibung geiangende Bestimmung des Restkohlenstoffs hat wenig- 
stens fiir den Kliniker den Nachteil, daB eine langere Ubung unbedingt 
erforderlich ist. 

Von den in der Literatur angegebenen Bestimmungsmethoden des Rest- 
kohlenstoffs soll die Versuchsanordnung von Nicloux! bzw. ihre Modi 
fikation von Osuka? zunachst erwahnt werden. Ihr Vorzug ist neben der 
Moglichkeit, mehrere Verbrennungen gleichzeitig auszufiihren, ihre einfache 
und rasche Ausfiihrbarkeit. Die auf einem ahnlichen Prinzip basierende 
Bestimmungsmethode von Ruppert® ist von kleinen Mangeln nicht freizu 
sprechen, wie schon Lawersen und Voit? dargelegt haben. ‘Zur Bestimmung 
des Restkohlenstoffs im Blut, wenn es sich um die exakte Erfassung von 
Bruchteilen von Milligramm Kohlenstoff handelt, scheint die Methode von 
Osuka weniger geeignet, da, wie der Verfasser selbst zugibt, erst von 3,5 mg 
Kohlenstoff aufwarts brauchbare Resultate erhalten werden bzw. nicht 
mehr als 4cem Fliissigkeit auf einmal verbrannt werden kénnen. 

Der in jiingster Zeit von Liittgens und Christian® angegebenen Ultra- 
kohlenstoffbestimmungsmethode, welche unstreitig einen groBen Fortschritt 
hinsichtlich der Genauigkeit bedeutet, wird kaum weite Verbreitung be- 


' Nicloux, Bull. Soe. de Chim. biol. 9, 639, 1927. — ? T. Osuka, 
diese Zeitschr. 244, 284, 1932; H. R. Kanitz, ebenda 257, 361, 1933. 
3 Ruppert, Zeitschr. f. physiol. Chem. 231, 213, 1935. — 4 F. Lawersen u. 
K. Voit, diese Zeitschr. 280, 276, 1935. —- > W. Liittgens u. W. Christian, 
ebenda 281, 310, 1935. 
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schieden sein, da die Kombination einer Pregl- und Warburg-Apparatur 
immerhin recht teuer ist. 

Zur Bestimmung des Restkohlenstoffs bediente man sich deshalb meist 
der von Stepp! ausgearbeiteten Methode, welche vor kurzem durch Lauersen 
und Voit? vereinfacht wurde. Angeregt durch die Arbeiten von Voit und 
Lauersen mochte ich im folgenden eine Methode beschreiben, welche den 
Mangeln, die letztgenannter Bestimmungsmethode noch anhaften, Abhilfe 
schaffen soll. 

DaB eine exakte Bestimmung des Restkohlenstoffs speziell im 
Blute schon wegen der relativ groben zur Verbrennung gelangenden 
Wassermengen der Blut- und Harnfiltrate am ehesten auf maBana- 
lytischem Wege erreicht werden kann, haben schon Voit und Lauersen 
bei der Verbesserung der alten Steppschen Methode beriicksichtigt. 
Doch befriedigt ihre Bestimmungsmethode nicht ganz: Die allzulange 
Bertthrungszeit der Absorptionsfliissigkeit mit der Luft bei allen 
Operationen ist geeignet, Ungenauigkeiten hervorzurufen, um so mehr, 
als Haupt- und Leerbestimmung ungleich durchgefiihrt werden. Das 
Auffiillen im Zentrifugenglas bei einem verhaltnismabig groBen Meniskus 
kann ebenfalls nicht befriedigen. Die Unmédglichkeit, die gesamte 
Absorptionslauge zur Bestimmung zu bringen, ist ein weiterer Nachteil. 
Vor allem ist auch die Art der Titration keineswegs einwandfrei®. 


- e ® s - ‘ P 
Von diesen Ubelstanden wurde die Methode befreit. Man titriert 


die gesamte vorgelegte Barytlauge mit Salzséure gegen Phenolphthalein 


unter LuftabschluB. Die Absorptionsfliissigkeit kommt mit der Atmo- 
sphare nicht in Beriihrung, weder beim Einfiillen in das AuffanggefaB, 
noch wahrend der Titration. Das zeitraubende Zentrifugieren, das 
ungenaue Auffiillen fallt weg, ebenso eine Kontrollbestimmung. da mit 
genau eingestellten Mablésungen gearbeitet wird. 

Das Verdienst, die maBanalytische Bestimmung von Kohlenstoff und 
Wasserstoff in die Mikrochemie eingefiihrt zu haben, gebiihrt Josef Lindner 
und Mitarbeitern*. Die zur Beschreibung gelangende Methode ist somit 
keineswegs neu, sondern in diesem Falle speziell fiir die Bestimmung von 
biologischen Fliissigkeiten ausgearbeitet worden. 


Methodik. 


Die Verbrennung selbst geschieht nach der P’reg/schen Mikromethodik ® 
gemaB den Abanderungen bzw. Vereinfachungen von Hélscher®, weshalb 


! Stepp u. Sauer, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 165, 223, 1929. 
2 F. Lauersen u. K. Voit, diese Zeitschr. 280, 276, 1935. — * Siehe 
J. Lindner u. Mitarbeiter (a. a. O.) und daselbst Cl. Winkler. — * J. Lindner, 
Zeitschr. f. analyt. Chem. 66, 305, 1925; Lindner u. Hernler, Emich-Fest- 
schrift 1930 (Mikrochemie); Lindner u. Figala, Mikrochemie X, 1932. 
5 F. Pregl, Quantitative organische Mikroanalyse. Berlin 1930. — ® F. Hél- 
scher, Anleitung zur organischen Elementaranalyse nach dem Centigramm- 
verfahren. Chem. Labor. d. Staates, Miinchen 1934. 





ISS W. Kocholaty : 


eine genaue Wiedergabe von Apparatur und Vorschrift entbehrlich ist. 
Auf die Verwendung des Druckreglers habe ich im Gegensatz zu Lawersen 
und Vort nicht verzichtet, wohl aber erschien die Anbringung eines Brems- 
pfropfens im Verbrennungsrohr tiberfliissig, da es sich gezeigt hatte, dat 
die zur Verbrennung gelangenden verhaltnismaBig groBen Wassermengen 
im glihenden Rohr an sich schon einen Widerstand bedingen, so daB die 
Verbrennungszeit durch den Bremspfropf unnétig weiter verlaingert wiirde. 
Die ohne Bremspfropf durchgefiihrten Analysen zeigen bei Einhaltung einer 
konstanten vorgeschriebenen Gasgeschwindigkeit keineswegs eine Ab- 
weichung von den Analysen, welche mit Bremspfropf durchgefiihrt wurden. 
Mit den beiden Quetschhahnen, die zwischen Gasometer und Druckregler 
bzw. zwischen dem AbsorptionsgefiB und Aspirator eingeschaltet sind, hat 
man bei konstanter, schwach geneigter Stellung des Aspiratorhebels eine 
bequeme Moéglichkeit, die Geschwindigkeit des Gasstromes zu regulieren. 

Das Verbrennungsrohr (Bajonettrohr) tragt am Ende das Kernstiick 
eines Normalschliffes (Nr. 0), welches mit dem Verbrennungsrohr durch 
einen praparierten Vakuumschlauch mit engem.Lumen gasdicht verbunden 
ist. Daran schlieBt sich ein besonders geformtes AbsorptionsgefaB aus 
Jenaerglas zum Abfangen der gebildeten Kohlensaure. 


Naha — Aspiratr 





Verbrennungsrohr 


Abb. 1 


An Stelle einer ausfiihrlichen ee threibung des AuffanggefiBes sei 
wed vorstehende Zeichnung verwiesen!. Der Gesamtfassungsraum des Ab- 
sorptionskélbchens, welches aus Jenaerglas hergestellt sein soll, betragt 
etwa 50 cem. Die Absorptionsréhre A faBt bei einer Lange von 8 bis 10 cm 
etwa 2 bis 6 cem Fliissigkeit und ist auf der Oberseite mit vier bis sechs halb- 
kugelférmigen Ausbuchtungen versehen, welche die Wanderungsgeschwindig- 
keit der Blasen durch die Absorptionslauge herabsetzen sollen. Es ist daraut 
zu achten, daB die Lange dieses Rohrteiles nicht unterschritten wird, da 
nur bei einer entsprechenden Beriihrungsdauer der Verbrennungsgase mit 
der Lauge eine vollstandige Absorption gewahrleistet ist. In das Ende des 
Absorptionsrohres miindet eine nicht zu fein ausgezogene Spitze S eines 
zweifach gebogenen Rohres, welches am anderen Ende den Normalschliff N 2 
tragt. Es ist zu trachten, daB dieser Rohrteil mit méglichst kleinem Lumen 
gewahlt wird (1 bis 1,5 mm), damit das Wasser, das sich in diesem Teil des 
Rohres kondensiert, ebenfalls der Absorptionsréhre zugefiihrt wird und 


! Kélbechen Aahnlicher Konstruktion kénnen dureh Richard Goetze, 
Leipzig bezogen werden. 





ist. 
rsev 
sms - 
dats 
wen 
die 
irde. 
‘iner 
Ab 
den. 
sg ler 
hat 
eine 
ren. 
tiick 
urch 
nden 

aus 


Ss sel 
; Ab- 
tragt 
10 em 
halb- 
ndig- 
araut 
d, da 
e mit 
le des 
eines 
ff N 2 
umen 
‘il des 
1 und 


roetze, 


Bestimmung des Restkohlenstofts in biologischen Fliissigkeiten. 189 


nicht durch Kohlenséureabsorption Ungenauigkeiten hervorruft. Aus diesen 
Griimden ist auch Sorge zu tragen, daB sich das Wasser nicht gleich hinter 
dem Normalschhiff N 2 ansammelt (bei L), welecher deshalb sehr sorgfaltig 
an das Kernstiick N 1 angeglichen sein mul, eine glastechnisch nicht leicht 
durehzufiihrende Arbeit. Ist das K6lbchen exakt ausgefiihrt, so gelingt 
es, alles Wasser in die Vorlage zu driicken. Doch ist die Gefahr einer un- 
genauen Analyse, hervorgerufen durch im Winkelrohr zuriickgebliebene 
Wassertrépfchen, nicht allzu groB, zumal waihrend der Titration noch die 
Moéglichkeit gegeben ist, durch vorsichtiges Schwenken alle Rohrteile mit 
der Absorptionsfliissigkeit selbst auszuspiilen. Die Befestigung des Auffang- 
kélbchens geschieht mittels Halterklemme und Stativ, das bei K drehbar ist, 
wodureh die Stellung des AbsorptionsgefaiBes und damit die Neigung der 
Absorptionsréhre wahrend der Verbrennung leicht nach Bedarf geandert 
werden kann. Vor der Zusammenfiigung mit der Verbrennungsapparatur 
wird der Normalschliff N 1 des Verbrennungsrohres mit einer Spur reinster 
Vaseline versehen und beide Schliffstiicke an den Krallen C paarweise 
durch Gummibandchen verbunden. Der Hals H der birnenférmigen Er- 
weiterung des K6élbchens, dessen Durchmesser zweckmaBig gleich dem des 
Normalschliffes zu wahlen ist, tragt das Natronkalkrohr, welches mit Hilfe 
eines Gummischlauches mit dem Aspirator verbunden ist. 


Bei der Beschickung des Absorptionskélbchens vor einer Verbrennung 
wird folgendermaBen vorgegangen: In den Bauch B des Kélbchens werden 
0,1 ccm einer 0,1 °igen alkoholischen Lésung von Phenolphthalein gebracht, 
das Ende, das den Normalschliff N 2 tragt, mittels eines Natronkalkréhrehens 
verschlossen und durch eine Druckpumpe etwa 200 cem staubfreie, kohlen- 
siurefreie Luft durchgedriickt. Zu diesem Zwecke fiihrt man die Druckluft 
dureh eine mit starker Natronlauge beschickte Waschflasche, weiterhin 
iiber feuchten Natronkalk, welcher mit einer starken Einlage von Glaswolle 
und Watte abschlieBt, um so ein Absetzen der festen Teilchen zu erzwingen. 
Nach dieser Operation, welche héchstens 1 Minute in Anspruch nimmt, 
ersetzt man die Zufiihrung des Luftgeblases rasch mit einem Natronkalk- 
rohrehen. Nachdem die abgemessene Menge von Lauge unter denselben 
Kautelen in das GefaB eingebracht ist, verschlieBt man wieder mit einem 
Natronkalkréhrehen, welches wahrend der ganzen Verbrennung nicht ab- 
genommen wird. 

Nachdem die Apparatur nach Vorschrift in Betrieb gesetzt und die 
vorgeschriebene Blasenfrequenz des Druckreglers und des Blasenzihlers 
noch einmal iiberpriift worden ist, riickt man mit der schwach gliihenden 
Verbrennungsspirale vom Ende des Verbrennungsrohres langsam gegen das 
Platinschiffehen vor. Die Kautelen, unter welchen Blut und Harnfiltrate 
verbrannt werden, ergeben sich von selbst bzw. sind bei Voit und Lawersen 
klar ersichtlich. Die Blasen, welche im Absorptionskélbchen aufsteigen, 
sollen eine langsame und regelmaBige Geschwindigkeit wahrend der ganzen 
Verbrennung beibehalten. Anfanglich und auch wieder gegen Ende der 
Verbrennung wandern die Blaschen klar durch die Fliissigkeit. Gegen Be- 
ginn der Kohlensaurebildung sind sie von einem weiben Mantel umgeben, 
reihen sich auch oft kettenartig aneinander und riicken langsam vor, wobei 
sich am Ende des Schenkels ein Schaum bildet. Durch vorsichtiges Auf- 
richten oder Neigen des Kélbchens, was die Verbindung durch den Normal- 
schliff leicht gestattet, kann die Absorptionsréhre in jede gewiinschte 
Stellung gebracht werden. Insgesamt sollen wahrend einer Verbrennung 
nicht mehr als 200 cem Luft die Apparatur durchstrémen. Die vorgelegte 
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Lauge kann bis zur Halfte umgesetzt werden, bei sachgemabem Arbeiten 
auch noch dariiber. 

Nach beendeter Verbrennung wird das Absorptionskélbchen samt dem 
NatronkalkrohrverschluB vom Verbindungsschlauch zum = Aspiratorgefal) 
gelost, der Normalschliff auseinandergenommen und die Offnung rasch mit 
einem zweiten Natronkalkréhrchen verschlossen. Durch schwaches Neigen 
laBt man die Barytlauge aus dem Schenkel der Absorptionsréhre, ebenso 
etwa im oberen Teil des Zuleitungsrohres festgesetztes Wasser im Bauch 
des K6élbchens zusammenflieBen und beginnt mit der Titration. 

Als Biiretten fiir die Barytlauge und Salzsiure verwendet man zweck 
entsprechend 2 bis 5cem fassende Uberlaufpipetten (mit bundertste! 
Teilung), welche mittels eines Kautschukhandgeblases bequem § gefiillt 
werden kénnen. Die dazu bendtigte Druckluft wird wieder iiber Kalk 
geleitet. Das VorratsgefaB fiir die Barytl6sung muB mit Paraffin ausgegossen 
sein (Léslichkeit der Kieselsiure!). Die Spitze einer solchen Biirette ist 
mit Hilfe eines Vakuumschlauches, dessen Dicke mit dem lichten Durch- 
messer des Halses des AbsorptionsgefaéBes iibereinstimmen mu, durch 
eine Kapillare, die zu einer feinen Spitze ausgezogen ist, verbunden. Die 
Langen dieser Kapillaren, wie auch der Schlauchansiatze sind so zu wihlen, 
daB sowohl eine leichte Beweglichkeit des dicht ansitzenden K6lbchens 
gewihrleistet ist, wie auch dem Umstand Rechnung getragen wird, dali 
die Spitze der verlingerten Biirette nicht in die Titrierfliissigkeit eintaucht. 
Auf diese Weise ist gleichzeitig die Méglichkeit gegeben, Tropfen, die an de1 
kapillaren Spitze der Biirette haften, an der inneren Wand des K6lbchens 
abzustreifen. Als VerschluB der kapillaren Biirettenspitzen wahlt man am 
besten wieder gut passende Vakuumschliuche, welche am unteren Ende mit 
einem kleinen Glasstabchen abgeschlossen sind. 

Als MaBfliissigkeiten werden Bariumhydroxyd und Salzsaéure in n/10 
bzw. n/20 Lésung verwendet. (Verdiinntere MaBlosungen haben sich nicht 
bewihrt.) Die Barytlauge enthalt 3°,, die Salzsiure 1°, reinsten kristaili- 
sierten Bariumchlorids. Zur Theorie dieser Titration siehe Lindner'. Als 
Indikator werden 0,1 cem einer 0,1 % igen alkoholischen L6sung von Phenol- 
phthalein verwendet. Die Menge des Indikators ist bei allen Versuchen 
gleich zu wahlen, ebenso bei der Titerstellung der Sauren und Laugen. 
Diese erfolgt zweckmabig tiber eine genau auf n/10 (n/20) eingestellte Salz- 
siure. Mit dieser Saure stellt man den Titer der Bariumhydroxydlésung 
mittels Mischindikator nach Tashiro?. Hierauf wird umgekehrt der Titer 
der Salzsiure mit Hilfe der Lauge ermittelt, unter Verwendung von Phenol- 
phthalein als Indikator. Dieser zweite fiir die Salzsiure ermittelte Titer 
liegt in der Regel etwas hoéher als der zuerst festgestellte, welche Differenz 
auf den im ersten Falle vernachlassigten Kohlensauregehalt zuriickzufiihren 
ist. Es ist folgerichtig fiir die Berechnung der Analysen den zweiten er 
haltenen Faktor einzusetzen. 

Die Titration erfolgt auf ein BlaBrosa, auf ungefahr denselben Farbton, 
den Bariumcarbonat bei Gegenwart einer gleichen Menge von Barium- 
chlorid anzeigt. Eine Titration auf farblos ist praktisch wohl bequeme! 
durchfiihrbar, fiihrt aber leicht zu empfindlichen Fehlern. Die Titration 
nach vollendeter Verbrennung gestaltet sich dann folgendermaBen: Nach- 


' J. Lindner, Zeitschr. f. analyt. Chem. 66, 305, 1925; Lindner u. 
Hernler, Emich-Festschrift 1930 (Mikrochemie); Lindner u. Figala, Mikro 
chemie X, 1932. 2S. Tahiro, Amer. J. of Physiol. 60, 519, 1920. 
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dem man durch geschicktes Neigen die Lauge im K6lbchen, welches zwei- 
fach mit Natronkalkréhrehen abgeschlossen ist, zusammenflieBen gelasser 
und den Niederschlag méglichst in den Bauch des Kélbechens gespiilt hat, 
nimmt man das Natronkalkréhrchen vom Hals des Kélbchens ab und ersetzt 
es rasch und vorsichtig durch den schon vorbereiteten Biirettenverschlub. 
Man 1laBt die Salzsaure in die triibe Fliissigkeit unter leichtem Schwenken 
einlaufen bis zum ersten schwachen Abnehmen der Rotfarbung. Um dem 
Fehler, der durch die Okklusion des Hydroxyds durch das gebildete Carbonat 
bedingt ist, zu entgehen, erwarmt man sodann das Koélbchen durch 10 Mi- 
nuten im siedenden Wasserbad, wobei zu trachten ist, daB die Fliissigkeit 
wieder in das Absorptionsrohr gleitet und dort das abgesetzte und an der 
Glaswand haftende Bariumecarbonat umspiilt. ZweckmaBig wird das Natron- 
kalkrohr, das am Hals des K6élbchens sitzt, durch einen gut dichtenden 
Gummistépsel ersetzt. Nachher wird abgekiihlt und die Titration bis auf 
blaBrosa unter Umherschwenken und Ausspiilen der Rohrteile zu Ende 
gefihrt. Es ist darauf zu achten, daB die letzten Tropfen nicht sofort 
reagieren und ein Ubertitrieren bei Unachtsamkeit leicht méglich ist. Das 
Waschen der GefaBe geschieht am besten mit verdiinnter Salzsaure. Un- 
erlaBlich ist groBte Sorgfalt bei der Reinigung, da anhaftende Spuren von 
Salzsiure zu grébster Entstellung der Analysenresultate fiihren kénnen. 
Als zweckmaBig hat sich die Trocknung mittels Alkohol erwiesen. 


Die Fehlergrenze betragt beim Einhalten dieser Bedingungen unter 
Verwendung von 0,3 mg C 0,2°,), bei 0,03 mg C 2,0. 


Berechnung: 
leem n/10 HCI: 2,2 mg CO,, 0,6mg C. 


Die Dauer einer solchen Verbrennung betraigt je nach der Menge des 
angewandten Filtrats ungefahr 1 Stunde und kann bei einiger Ubung ohne 
Nachteil fiir das Ergebnis noch gekiirzt werden. 


Analysenergebnisse mit festen Substanzen. 





mg C mg C 
—- : Substanz . : 
ber. gef. ber. gef. 


Substanz 


Hydrochinon . . 03426 0,3444 | Benzoesiure . . 0,827 0,8266 
_ -» || O88 0,1754 = het? 0,66 0,642 
Harnstoff . . 0,851 0,840 Bernsteinsaure . 0,403 0,400 
0,375 0,389 : 0,234 0,230 





Analysenergebnisse mit Lésungen von bekanntem C-Gehalt. 





mg © mg 
Substanz ; Substanz meee 
ber. gef. ber. gef. 


Oxalsiure 0,2 cem .. 0,24 0.247] Harnstoff 0.2 cem .. | 010 0,109 
04, .. 0,48 0,486 04 , . | 0,02 0,023 
a 05 , mes 0.60 0.608 05 , a 0.44 0,448 
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Bestimmung des Restkohlenstoffs im Blute. 


(Phosphorwolframsaurefiltrate 0,2 bis 0,5 cem.) 








mg C mg C 
Diagnose (Doppelbestimmung) Diagnose (Doppelbestimmung) 
in 100eem Blut in 100cem Blut 
Normalfall . . . 176 170 Schw. Diabetes 
‘i ies 183 180 a 492 487 
es Sigal 186 188 Multiple Sclerose 446 440 
Hypertonie. . . 190 194 Ikterus catarrhalis 282 280 


Bestimmung des Kohlenstoffs in verschiedenen Harnportionen. 








mg C in 100cem Harn mg © in 100cem Harn 
: Phosphor- ‘ Phospor- 
Diagnose wolfram- Diagnose ; wolfram- 
nativ-Harn siiure- nativ-Harn siiure- 
Filtrat Filtrat 
Normal... . 4. 1098 715 Hyposthenurie  . 1815 1261 
Ikterus catarrhalis 878 42 Diabetes insipidus 123 
Hyposthenurie . . 926 813 


Die vorliegende Arbeit wurde ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Deut- 
schen Forschungsgemeinschaft Berlin (Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft). 
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Permeabilititsstudien an der Gewebzelle. 
Von 
H. (irossfeld, 


(Aus dem Anatomischen Institut in Turin.) 
(Eingegangen am 5. Mai 1936.) 
I. 
NH, NaOH, KOH, NaH 0. 

Samtliche .Versuche wurden an Gewebskulturen! durchgefiihrt, 
welche in fliissigen Medien geziichtet waren, weil diese gestatten, die 
zu prifenden Substanzen unmittelbar auf die freiliegende Gewebezelle 
einwirken zu lassen. Nach 18- bis 40stiindigem Wachstum wurden die 
Kulturen mit einer Neutralrotlésung in Ringerscher Fliissigkeit von 
der Verdiinnung 1:1.10% bis 1: 2.104 behandelt. Wenige Minuten 
nach erfolgter Vitalfarbung wurde das fliissige Medium abgesaugt und 
die Kultur in eine ammoniakhaltige Ringerlésung von pu bis 9,50 
gebracht. Es erfolgte sogleich oder nach wenigen Minuten eine voll- 
standige Entfarbung aller Zellen: in den Makrophagen sah man oft 
den Farbumschlag ins Gelbe. Das Neutralrot zeigt bekanntlich den 
Farbumschlag im Neutralpunkt. 

Wird in gleicher Weise anstatt Ammoniak eine Natriumhydroxyd- 
oder Kaliumhydroxydlésung von gleichem pu benutzt, so erfolgt trotz 
Zellschaédigung lange Zeit keine Entfairbung. Wird ferner in gleicher 
Weise eine Natriumbicarbonatlésung benutzt, so tritt eine unvollstandige, 
nur ganz allmaéhlich zunehmende Entfarbung ein. 

Es ergibt sich daraus, daB Ammoniak in Gewebezellen rasch ein- 
dringt, NaHCO, bedeutend langsamer, NaOH und KOH fast gar 
nicht. 

Untersuchungen der Zellpermeabilitaét mit Hilfe von Neutralrot als 
Indikator fiihrten Bethe* an Medusen, O. Warburg* an Seeigeleiern und 
E.N. Harvey* an Paramicien durch. Das Ergebnis der vorliegenden Ver- 
suche an kultivierten Gewebezellen beziiglich der Permeierfahigkeit von 
NH,, NaOH und KOH stimmt vollstandig mit den Versuchsergebnissen 
der genannten Autoren an anderen Zellen tiberein. 

Il. 
NH,Cl, Na,P 0, 

Wenn man von fliissigen Gewebekulturen am zweiten Ziichtungs- 

tage das Ziichtungsmedium vollstandig absaugt, die freiliegenden 


' Sie stammten aus dem Herzen, den groBen GefiBen, dem Magen und 
der Leber des Huhnembryos. — ? Bethe, Pfliigers Archiv 1927, 219. 
3 O. Warburg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 66, 305. — 4 EB. Newton Harvey, 
J. of exper. Zool. 10, 507. 


13* 
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Gewebezellen in ein salzfreies Medium bringt und nach wenigen Minuten 
eine n/ LO Ammoniumchloridlésung der Kultur zusetzt, so ergibt sich 
folgendes ungewéhnliches Bild: 1. Die Zellen haben Kugelgestalt 
angenommen und in ihrem Innern ist sehr lebhafte Brownsche Bewegung 
zu sehen. 2. Die Zellen sind stark vergr6éBert, gequollen und das Zyto- 4 


plasma enthalt meist ungew6hnlich groBe Vakuolen. Die Erscheinungen 
unter 1. sind anderenorts eingehend behandelt worden und es hat sich 
dort gezeigt, daB sie die Folge der Entfernung der Chlornatriumionen 


aus der AuBenfliissigkeit der Gewebezellen sind. Es erfolgt dadurch ( 
ein Ladungsriickgang der Protoplasmateilchen, der ihre Aggregation 
herbeifiihrt. Dieses Bild der Entladung (Brownsche Bewegung im ( 
Zellinnern, Viskositétsherabsetzung, Koagulation) beobachten wir 
immer, wenn die Chlornatriumionen aus der AuBenfliissigkeit von 1 
Gewebezellen entfernt werden. f 


Setzen wir also nach Auftreten dieser Erscheinungen dem Versuchs- 
medium n/l0 Ammoniumchlorid hinzu, oder enthielt schon frither 
das chlornatriumfreie Versuchsmedium eine solche Lésung, so treten 
die unter 2. beschriebenen starken Quellungserscheinungen auf, welche 
als Wirkung des jetzt eingedrungenen Ammoniumchlorids aufzufassen 
sind. 


Behandeln wir fliissig geziichtete Kulturzellen mit einer n/10 
Ammoniumchloridlésung in Ringerscher Flissigkeit, so treten an den 
Zellen keinerlei Veranderungen auf. Bei Zusatz von Neutralrot zeigen 
sie auch normale Vitalfarbung. In nur wenigen Fallen ist die Andeutung 
einer leichten Quellung zu sehen. 


Es ergibt sich, daB das Ammoniumchlorid in Gegenwart des equili- 
brierten Elektrolytgemisches in die Gewebezelle sehr langsam, dagegen 
in Abwesenheit des letzteren sehr rasch eindringt und ungemein stark 
quellend wirkt. Ganz so wie Ammoniumchlorid verhalt sich n/10 
Natriumphosphat. 


II. 

Harnstoff, Dextrose. 

Werden fliissig geziichtete Gewebezellen in eine n/10 oder n/5 

Lésung von Harnstoff in destilliertem Wasser gebracht, so treten die 

oben unter I. 1. erwahnten Vorgange in fast gleicher Starke auf, wie 

ohne Zusatz von Harnstoff. Wird dagegen als Versuchsmedium eine 

n/36 oder n/18 bis n/12 Dextroselésung in dest. Wasser benutzt, so 

nimmt die Geschwindigkeit des Eintretens der genannten Vorgange 
mit steigender Konzentration der Dextroselésung ab. 

Der von den Molekiilen des Nichtleiters herriihrende osmotische 

Druck des Versuchsmediums verlangsamt das Eintreten der erwahnten 
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Erscheinungen. Die langsamer eindringenden Dextrosemolekiile er- 
héhen aber den osmotischen Druck der AuBenfliissigkeit viel betracht- 
licher als rascher eindringende Harnstoffmolekiile. In Abwesenheit 
von Elektrolyten dringen Harnstoffmolekiile rascher in die Gewebe- 
zelle ein als Dextrosemolekiile. 


Zusammenfassung. 


Ammoniak dringt in normale Gewebezellen in vitro rasch ein, 
dagegen Natrium- und Katiumhydroxyd fast gar nicht, Natrium- 
bicarbonat sehr langsam. Ammoniumchlorid und Natriumphosphat 
dringen in Gegenwart des equilibrierten Elektrolytgemisches sehr 
langsam, nach Entzug des letzteren sehr rasch in die Gewebezelle ein 
und wirken stark quellend. In Abwesenheit des equilibrierten Elektrolyt- 
gemisches dringen Harnstoffmolekiile viel rascher in Gewebezellen 
ein, als Dextrosemolekiile. 





Uber die sensibilisierende Wirkung 
der Blattfarbstoffe Chlorophyll, Carotin und Xanthophyll. 


Von 
Franz M. Kuen und Konstantia Piiringe r. 
(Aus dem Laboratorium fiir Lichtbiologie und Lichtpathologie am Physio- 
logischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 11. Mai 1936.) 


Im Jahre 1908 erschienen die ersten Mitteilungen von W. Haus- 
mann ' iiber die photodynamische Wirkung von Chlorophyll enthaltenden 
Pflanzenausziigen, welche Wirkung er dem Chlorophyll selbst zuschrieb. 
Kurz darauf hat derselbe Autor auch die photobiologische Sensibili- 
sierung von roten Blutkérperchen durch die dem Chlorophyll genetisch 
so nahestehenden Porphyrine beschrieben®. Spatere Untersuchungen® 
haben dann gezeigt, daB die Porphyrine ihre photodynamische Wirkung 
nicht nur im sichtbaren Licht, sondern auch im Ultraviolett ausiiben 
und da8 auBer dem Haématoporphyrin auch das Kopro-, Uro- und Meso- 
porphyrin, wenngleich auch in verschiedenem Mabe, diese Fahigkeiten 
besitzen. 


Bei einer Nachpriifung der seinerzeit am Chlorophyll vorwiegend 
im sichtbaren Lichte erhobenen Befunde ist nun A. Noack zu anderen 
Ergebnissen gekommen?*. Er hat mit methylalkoholischen Ausziigen 
aus Selaginella in keinem Fall eine photodynamische Wirkung auf Para- 
macien, weder im Sonnenlicht noch im Bogenlicht und ebensowenig 
eine oxydierende Wirkung dieser Ausziige oder solcher aus anderen 
Pflanzen auf Vicia- und Aloeausziige feststellen kénnen. Die Erklarung 
fiir dieses Verhalten sieht Noack in der Abwesenheit der Fluoreszenz des 
Chlorophylls in wasseriger kolloider Lésung. Liebaldt® hat die Fluores- 
zenzgrenzen des Chlorophylls ermittelt. Danach liegt die Grenze der 
molekularen Lésung von Chlorophyll bei 59° Methylalkohol, fiir 
Athylalkohol bei 44%. Bei geringerer Konzentration lést sich das 
Chlorophyll kolloid, wobei die Fluoreszenz verschwindet. Noack schreibt 
deshalb: ,,In den Versuchen Hausmanns ist nun die Alkoholkonzen- 
tration naturgemaB gering, so daB das Vorhandensein von molekular 

1 W. Hausmann, diese Zeitschr. 12, 331, 1908; 16, 294, 1909; 21, 51, 
1909. — ? Derselbe, Wiener klin. Wochenschr. 22, Nr. 52, 1909; diese Zeitschr. 
30, 276, 1910. — * W. Hausmann u. C. Sonne, Strahlentherapie 25, 174, 
1927: W. Hausmann u. F. M. Kuen, diese Zeitschr. 265, 105, 1933. — 
4 K. Noack, Zeitschr. f. Bot. 12, 273, 1920. — 5 Liebaldt, Zeitschr. f. Bot. 
5, 95, 1913. 
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geléstem, fluoreszierendem Chlorophyll ausgeschlossen ist. Damit ist 
auch eine photodynamische Wirkung unméglich.“ 

Vor kurzem haben wir nun die Frage der Sensibilisierung der roten 
Blutk6rperchen durch Chlorophyll wieder aufgenommen!. Wir bedienten 
uns hierzu des im hiesigen Laboratorium seit langerer Zeit iiblichen 
Blutagarplattenverfahrens, nach welchem die roten Blutkérperchen in 
eine 2°,ige Agarlésung gebracht werden und diese Aufschwemmung 
sodann nach Zusatz der sensibilisierenden Substanz auf Glasplatten 
von der GréBe 6 zu 9 em gegossen wird. Nach dem Erstarren der Blut- 
agarsuspension wurden dann die Agarplatten genau wie photographische 
Platten in einem Quarzspektrographen von Leiss mit einer Hanauer 
Quecksilberlampe bestrahlt. Der Apparat war ein Monochromator 
Nr. 45/22 von C. Leiss, der mit der Zusatzeinrichtung G 2 45 46 als 
Quarzspektrograph ausgeriistet war. In diesem Apparat kommen bei 
Verwendung der Quecksilberlampe Wellenlangen iiber 579 mw nicht 
zur Geltung. (Zur Versuchsanordnung vgl. Kuen und Rosenfeld, a. a. O.) 

Nach diesem Verfahren konnte schon in der zitierten Arbeit ein- 
deutig die photodynamische Wirkung eines reinen Praparates von Athyl- 
chlorophyllid (von Willstdtter) nachgewiesen werden, was mit den friikeren 
Befunden von Hausmann (a. a. O.) iibereinstimmt. Die Sensibilisierung 
erstreckte sich auf das sichtbare Licht und im Ultraviolett auf die Wellen- 
langen von 296 mu aufwarts. Die Platten wurden hierbei mit einer 
Mischung von 14 cem 2 %igem Agar mit 0,1 cem einer 0,5 °,igen Chloro- 
phyllidlésung in Methylalkohol und 0,3 ccm defibriniertem Hammelblut 
gegossen. Der Alkoholgehalt der Blutagarsuspension betrug hiernach 
nur ungefahr 0,714°,; da sich nun Chlorophyll nach Liebaldt nur bei 
einem Alkoholgehalt iiber 59 °/, molekular lést, muBten die von uns ver- 
wendeten Chlorophyllpraparate kolloid gelést sein, wodurch aber die 
photodynamische Wirkung nicht beeintrachtigt wurde. 

In anderer Hinsicht konnten die experimentellen Befunde Noacks 
bestatigt werden. Wahrend in derselben Versuchsanordnung wie mit 
dem Athylchlorophyllid auch mit Rohchlorophyllésungen aus Flieder- 
blattern und aus Spinatblattern die gleiche photodynamische Wirkung 
beobachtet werden konnte, haben auf dieselbe Art hergestellte Ausziige 
aus Selaginella keine sensibilisierenden Eigenschaften gezeigt. 

In der vorliegenden Mitteilung wird nun iiber Versuche berichtet, 
welche mit verschiedenen Ausziigen aus Selaginella und aus diesen ge- 
wonnenen Chlorophyllpraparaten ausgefiihrt wurden. Neben der Wirkung 
des Chlorophylls wurde ferner auch das Verhalten der anderen Blattfarb- 
stoffe: des Carotins und des Xanthophylls, untersucht. Auch diese 
Versuche wurden mit defibriniertem Hammelblut nach dem schon er- 


1F, M. Kuen u. P. Rosenfeld, diese Zeitschr. 254, 181, 1932. 
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wahnten Verfahren mit Blutagarplatten ausgefiihrt. Die Bestrahlung 
der Agarplatten erfolgte in demselben Quarzspektrographen ebenfalls 
auf die gleiche Weise wie in den friiheren Untersuchungen. Die Versuchs- 
ergebnisse sind in der Tabelle I wiedergegeben. 

Versuche mit Chlorophyll. Ein Zusatz von Athylchlorophyllid 
(Willstatter) zeigte, wie in friiheren Mitteilungen! schon beschrieben 
wurde, eine sehr starke photodynamische Wirkung. Die Sensibilisierung 
erfolgte bei den Wellenlangen von 296 my. aufwarts bis 579my. Bei 
Verwendung von methylalkoholischen Ausziigen aus griinen Flieder- 
blattern wurde qualitativ genau dieselbe Wirkung beobachtet : die hamo- 
lytischen Effekte waren namlich bei denselben Wellenléngen, nur in 
etwas geringerer Starke wahrzunehmen. 

Zur Untersuchung der Wirkung des Chlorophylls aus Selaginella 
wurde aus den griinen Blattern zunéchst mit Methylalkohol ein Auszug 
bereitet. Dieser wurde zur Blutagarsuspension, und zwar verglichen mit 
den friiheren Versuchen, jetzt in der doppelten Menge zugesetzt?. Nach 
der Bestrahlung war auf den Platten, wie die Wiedergabe in der Tabelle 
erkennen laBt, keine Sensibilisierung festzustellen. Nur in einem Versuch 
wurde nach 10 Tagen bei der Wellenlange 435 mu ein schwacher aber 


1 FM. Kuen u. P. Rosenfeld, a.a.O. — * Samtliche Ausziige aus 
Pflanzenblattern wurden vor ihrer Verwendung mit alkoholischer Natron- 
lauge neutralisiert. 
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deutlicher hamolytischer Effekt beobachtet. Dies war das erste An- 
zeichen dafiir, da auch das Chlorophyll aus Selaginellablattern photo- 
dynamisch zu wirken vermag. 

Die Beobachtung der Fluoreszenz der verschiedenen aus Selaginella- 
blattern bereiteten Ausziige und Praparate hat uns in diesem Stadium 
der Versuche etwas weitergefiihrt. Wurden die mit Methylalkohol 
angesetzten Ausziige im Lichte der Analysenquarzlampe betrachtet, so 
zeigte sich eine starke Fluoreszenz, aber von ganz anderer Farbe wie das 
bekannte leuchtende Purpurrot reiner Chlorophyllésungen. Die alko- 
holischen Ausziige fluoreszierten vielmehr in einem stumpfen braunen 
Rot, welchem am Rand der Fliissigkeit — also in diinner Schicht — noch 
etwas Gelb hinzutrat. Der Methylalkohol lést aus den Blattern der 
Selaginella noch andere Stoffe heraus, deren Anwesenheit sich schon 
durch die Mischfarbe des Fluoreszenzlichtes kundgibt. Wie diese Stoffe 
die photodynamische Hamolyse zu stéren vermégen, ist natiirlich 
unbekannt, doch vermuteten wir, daB durch Aussonderung dieser Begleit- 
stoffe des Chlorophylls gewonnene reine Praparate oder aus den Sela- 
ginellablittern dargestelltes reines Chlorophyll eine deutliche photo- 
dynamische Wirkung ausiiben wiirden. Diese Annahme ist durch die 
folgenden Beobachtungen bestatigt worden. 

An Stelle des Methylalkohols wahlten wir in einigen Versuchen 
Aceton. Die mit diesem Lésungsmittel bereiteten Ausziige fluoreszierten 
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nun, wenn man sie im Lichte der Analysenquaizlampe betrachiete, in 
prachtig leuchtendem Rot von ganz gleicher Farbe wie die Fluoreszenz 
des reinen Athylchlorophyllids. Nach der Fluoreszenz beurteilt, diirften 
die Acetonausziige also weniger Begleitstoffe enthalten als die alkoholi- 
schen. Die Blutagarplatten, welche mit Zusatz dieser Acetonausziige 
gegossen wurden, zeigten nun auch nach der Bestrahlung die erwartete 
photodynamische Hamolyse in derselben Art wie Athylchlorophyllid 
oder aus Fliederblattern gewonnenes Rohchlorophyll. Die Sensibili- 
sierung erstieckte sich auf die gleichen Wellenlangen, namlich auf das 
Gebiet von 280 bis 579 mu. 


Zum eigentlichen Beweis der photodynamischen Wirkung des 
Chlorophylls aus den Blattern der Selaginella wurde aus einer gréBeren 
Anzahl der Pflanzen nach dem Verfahren von Willstdtter’ ein Rein- 
chlorophyll dargestellt. Das Praparat wurde zum SchluB noch wiederholt 
der Alkohol-Benzintrennung unterworfen, um jede Spur von Carotin zu 
entfernen. Die alkoholische Lésung des Praparates fluoreszierte in dem 
fiir Chlorophyll charakteristischen Rot. Bei der Bestrahlung der mit dem 
reinen Praparat sensibilisierten Blutagarplatten wurde die photo- 
dynamische Hamolyse in der dem Chlorophyll eigentiimlichen Verteilung 
im Quecksilberspektrum festgestellt (siehe Tabelle). Mit diesem Versuch 
ist wohl der eindeutige Beweis dafiir erbracht, daB auch das aus Sela- 
ginella gewonnene Chlorophyll photodynamisch zu wirken vermag. 
Die Frage der photodynamischen Wirkung von Chlorophyll A und B 
soll hierdurch nicht beriihrt werden. 


Versuche mit Carotin und Xanthophyll. Im AnschluB an die Ver- 
suche tiber die photodynamische Wirkung des Chlorophylls wurden 
nun auch die anderen Blattfarbstoffe, namlich das Carotin und das 
Xanthophyll auf ihre Fahigkeit zur Sensibilisierung untersucht. Beim 
Carotin wurde diese zunachst nicht vermutet (Carotinlésungen zeigen 
namlich im Tageslicht keine Fluoreszenz. Unter der Analysenquarz- 
lampe fluoreszieren allerdings gesaéttigte L6sungen von Carotin in Methyl- 
alkohol stark gelb mit einem schwachen griinlichen Stich”). Wir dachten 
vielmehr an die Méglichkeit, daB das Carotin als Desensibilisator wirksam 
sein kénnte, was ja mit einiger Wahrscheinlichkeit erwartet werden 
durfte, wenn man an die starke Aufnahmefahigkeit des Carotins fiir 
Sauerstoff denkt: eine Kigenschaft, durch welche viele Desensibilisatoren 
ausgezeichnet sind. 


| Wilistdtter u. Stoll, Untersuchungen iiber Chlorophyll. Berlin 1913. 

- 2? Auch M. Haitinger (private Mitteilung) sowie R. Kuhn, P. Gyorgy u. 

Th. Wagner-Jauregg (Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 66, 1034, 1933) haben 

an Carotin, das in der Literatur gewohnlich als nicht fluoreszierend be- 
schrieben wird, Fluoreszenz beobachten kénnen. 
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Unsere Versuche fiihiten jedoch zu einem entgegengesetzten Er- 
gebnis. Wurde eine Blutagarplatte, welche unter Zusatz von Carotin 
und einer kleinen Menge von Chlorophyll gegossen war, bestrahlt. so 
zeigte sich keine Desensibilisierung, sondern im Gegenteil Verstarkung 
der Hamolyse gegeniiber einer nur mit Chlorophyll versetzten Agarplatte. 
In den nachsten Versuchen wurden dann Platten bestrahlt, welche nur 
mit Zusatz von Carotin gegossen worden waren. Durch diesen Zusatz 
wurden nun die roten Blutkérperchen tatsachlich sensibilisiert. Die sehr 
starken hamolytischen Effekte erstreckten sich auf die Wellenlangen 
von 254 bis 435 mu, waren also in der Verteilung deutlich von der Sensi- 
bilisierung durch Chlorophyll verschieden. 

Hieran schloB sich nun ein &hnlicher Versuch, zu welchem aus 
Karotten hergestelltes Carotin verwendet wurde. Dieser Versuch wurde 
ausgefiihrt, um festzustellen, ob die beobachtete photodynamische 
Wirkung tatséchlich dem Carotin selbst und nicht vielleicht irgend 
einem Begleitstoff zuzuschreiben sei. Auch dieses Carotin bewirkte 
photodynamische Hamolyse, und zwar ebenfalls in der Verteilung auf 
die Wellenlangen des Quecksilberspektrums in guter Ubereinstimmung 
mit dem aus den Selaginellablattern bereiteten Carotinpraparat. Durch 
den Nachweis der photodynamischen Hamolyse des aus zwei ganz ver- 
schiedenen Quellen stammenden Carotins scheint diese Wirkung sicher- 
gestellt zu sein. 

Aus den bei der Aufarbeitung der Ausziige der Selaginellablatter 
anfallenden Xanthophyllfraktionen wurde das Xanthophyll in reiner 
Form dargestellt. Die mit Xanthophyll ausgefiihrten Versuche ergaben, 
wie die Tabelle zeigt, ebenfalls eine deutliche Sensibilisierung der roten 
Blutkérperchen im Ultraviolett. 

SchlieBlich wurde noch die Wirkung des Carotins unter stark ver- 
mindertem Zutritt des Luftsauerstoffs untersucht. Die meisten Sensi- 
bilisatoren wirken ja bekanntlich durch Ubertragung von Sauerstoff, 
wahrend die Desensibilisierung wieder in vielen Fallen durch Ablenkung 
des Sauerstoffs auf den Desensibilisator zustande kommt. 

Der Versuch wurde in der Weise ausgefiihrt, daB eine wie friiher unter 
Zusatz von aus Karotten gewonnenem Carotin gegossene Blutagarplatte 
noch vor dem Erstarren der Agarschicht mit einer Quarzplatte (in der Grobe 
von 6 zu 6 em, Dicke 1 mm) unter Vermeidung jeder Blasenbildung bedeckt 
wurde. Die Blutagarschicht wird dadurch zwischen der Glas- und der Quarz- 
platte, welche nach dem Erstarren der Agarlésung festhaftet, eingeschlossen 
und so der Einwirkung des Luftsauerstoffs von der Oberfliche her entzogen'. 
Die Platten wurden dann wie sonst in die Kassette des Quarzspektrographen 
eingelegt und die Blutagarschicht durch die Quarzplatte hindurch bestrahit. 
Unter diesen Versuchsbedingungen laBt sich die photodynamische Hamolyse 
durch Sensibilisatoren wie z. B. Hamatoporphyrin unterdriicken oder zu- 


' Vgl. F. M. Kuen, diese Zeitschr. 279, 394, 1935. 
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mindest stark hemmen. Diese Beobachtungen kénnen nur durch die Annahme 
einer Mitwirkung des Sauerstoffs bei der Entstehung der photodynamischen 
Hamolyse erklart werden. 

Die mit Carotin angestellten Versuche haben nun iiberraschender- 
weise gezeigt, da der Eintritt der hamolytischen Effekte durch den 
AbschluB des Luftsauerstoffs nicht beeintrachtigt wird (siehe Tabelle). 
Es ware hier daran zu denken, daB das in unseren Versuchen verwendete 
Carotinpraparat, welches zwar unmittelbar nach der Darstellung in 
Gebrauch kam, doch schon etwas Sauerstoff enthalten haben mag, da 
ja das Carotin sehr schnell Sauerstoff aus der Luft aufnimmt. Wie nun 
neuere Untersuchungen wahrscheinlich gemacht haben, kann dieser an 
den zahlreichen Doppelbindungen des Carotinmolekiils peroxydartig 
gebundene Sauerstoff wieder an geeignete Akzeptoren iibergehen. 
Somit ist die Annahme einer nach diesem Reaktionsmodus von der 
Gegenwart des Luftsauerstoffs unabhangigen photodynamischen 
Wirkung nicht unméglich. 

Bekanntlich ist Carotin in der Netzhaut verschiedener Séuger 
gefunden worden!. Die Zusammenhange zwischen Vitamin A, Carotin 
und dem SehprozeB sind noch wenig erforscht, doch deutet das Auftreten 
der Hemeralopie bei der infolge ungeniigender Zufuhr von Carotin oder 
Vitamin A entstehenden Avitaminose auf das Bestehen enger Be- 
ziehungen hin?. Ob die hier beschriebene sensibilisierende Wirkung 
des Carotins in den SehprozeB selbst eingreift, miissen besondere Ver- 
suche lehren. 

Zusammenfassung. 

1. In Ubereinstimmung mit den Befunden von Hausmann und mit 
neueren Versuchen (Kuen und Rosenfeld) konnte gezeigt werden, daB 
reines Athylchlorophyllid (Willstdtter) und alkoholische Ausziige aus ver- 
schiedenen griinen Pflanzen, wie Spinat, Flieder u.a. auf rote Blut- 
kérperchen photodynamisch zu wirken vermégen. Diese Wirkung 
zeigte sich im Spektralgebiet von 4 = 296 bis 579 my. (Dader Spektral- 
bereich in dem verwendeten Quarzspektrographen bei 579 mu. begrenzt 
war, entzog sich die Wirkung im langerwelligen sichtbaren Licht der 
Beobachtung.) 

2. Alkoholische Ausziige aus Selaginella, welchen nach Noack keine 
photodynamische Wirkung zukommt, zeigten bei unserer Versuchs- 
anordnung nach einer Zeit, in der Athylchlorophyllid und verschiedene 


1 H.v. Euler u. E. Adler, Ark. Kemi, Mineral., Geol. 11B, Nr. 20, 1—6 
und Nr. 21, 1—-4, 1933; O. Brunner, E. Baroni, W. Kleinau, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 2386, 257, 1935. —- ? Nach H. v. Euler u. H. Hellstrém soll 
die Nachtblindheit nicht infolge allgemeiner A-Avitaminose, sondern bei 
Mangel der Carotinoide in der Retina entstehen. Svensk Kem. Tidskr. 
45, 203, 1933. 
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chlorophyllhaltige Pflanzenausziige schon stark sensibilisierten, keine 
photodynamische Hamolyse. Nur in einem Falle wurde 10 Tage nach 
der Bestrahlung eine eben merkliche Sensibilisierung im Bereich der 
Linie 435 my beobachtet. 

3. Wurden an Stelle der alkoholischen Ausziige aus Selaginella 
Acetonausziige untersucht oder aus den Selaginellablattern das reine 
Chlorophyll dargestellt, so konnte dieselbe stark sensibilisierendeWirkung 
wie bei Chlorophyll aus anderen Pflanzen beobachtet werden. 

4. Auch das aus den Selaginellablattern gewonnene Carotin wirkte 
photodynamisch auf Erythrocyten. Diese Wirkung erstreckte sich auf 
das Spektralgebiet von 280 (bzw. 254) bis 485 mu. Im langerwelligen 
Ultraviolett und im sichtbaren Licht war die photodynamische Wirkung 
des Carotins im Vergleich mit jener des Chlorophylls schwacher. Xantho- 
phyll wirkte ahnlich wie Carotin. 

5. Zur naheren Untersuchung der Carotinwirkung wurde Carotin 
aus Karottendargestellt. Dieses Carotin zeigte mit jenem aus den Blattern 
der Selaginella gewonnenem in seiner photodynamischen Wirkung gute 
Ubereinstimmung. 

6. Auf eine méglicherweise vorhandene Beziehung zwischen der 
sensibilisierenden Wirkung des Carotins und dem SehprozeB wird hin- 
gewiesen. 








Uber Beziehung des Gewebsjods zum Glykogen. 
Von 
A. Sturm und H. Eitner. 
(Aus der Medizinischen Universitaétsklinik in Jena.) 
(Eingegangen am 11. Mai 1936.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Sturm und Buchholz (1) haben bereits 1928 auf die relativ groBen Jod- 
depots der nichtthyreoiden menschlichen und tierischen Organe hin- 
gewiesen. Wahrend der prozentual gioBe Jodreichtum der Schilddriise 
schon seit langem dazu anregte, der physiologischen Bedeutung des 
Schilddriisenjods nachzuforschen, ist die biologische Aufgabe des nicht- 
thyreoiden Gewebsjods, das zwar prozentual weit hinter der Jodkonzen- 
tration der Schilddriise zuriicksteht, in seiner absoluten Menge aber das 
Joddepot der Schilddriise um ein Vielfaches tibertrifft, bis heute noch 
vollig unbekannt. Es fehlte bisher immer ein erfolgversprechender 
Ausgangspunkt fiir die Aufrollung des Gewebsjodproblems. Die Beob- 
achtung, daB das Hauptglykogenlager des Kérpers, némlich die Mus- 
kulatur, allein 1, bis 2), des gesamten Kérperjods (inkl. Schilddriise) 
in sich beherbergt, daB ein Gewebe mit gesteigertem Garungsstoffwechsel 
(Carcinomgewebe, proliferativ-tuberkuléses Gewebe) jodreicher ist als 
entsprechend gesundes Gewebe, daB ein abgestorbenes Gewebe ohne 
Atmungs- und Garungsstoffwechsel nahezu jodfrei ist, gaben der Ver- 
mutung, das Gewebsjod besitze irgendeine Beziehung zu glykolytischen 
Stoffwechselvorgéngen, eine gewisse Stiitze. Um diesen noch recht 
unklaren Beziehungen naherzukommen und weitere Grundlagen fiir die 
Gewebsjodforschung zu schaffen, gingen Sturm und Schulz (2) 1933 an 
die experimentelle Bearbeitung der Frage ,, Vermag ionisiertes Jed allein 
den glykolytischen Stoffwechsel zu beeinflussen 7?‘ Sie verwendeten 
ein relativ einfaches biologisches Material, namlich Hefezellen, 
deren Gérungsintensitét mittels der manometrischen Methcden nach 
Warburg genau verfolgt werden konnte. Hierbei ergab sich, daB Jod- 
zusatz von 10-*mol. zu Backerhefezellsuspensionen bei pu 7,2 das 
Angarungsstadium, d.h. die sogenannte Phosphorylierungsphase der 
Glykolyse, erheblich verkiirzen konnte. Diese Ergebnisse ermutigten dazu, 
den sich im lebenden tierischen Organismus abspielenden glykolytischen 
Stoffwechselmechanismen in ihrer Beziehung zum Gewebsjod naher 
nachzugehen. 

Fiir die Schilddriisenbiologie erwies sich die fraktionierte Jodunter- 
suchung von Blut und Schilddriisengewebe als recht fruchtbar. So zeigte 





a — aT 





od - 
\in- 
lise 
des 
ht- 
en- 
das 
och 
der 
ob- 
us- 
ise) 
ise] 
als 
hne 
ver- 
hen 
cht 
die 
an 
lein 
ten 
len, 
ach 
od- 
das 
der 
V2, 
hen 


wher 


ter- 
igte 





Uber Beziehung des Gewebsjods zum Glykogen. 205 


sich z. B., daB bei krankhaft gesteigerter Schilddriisenfunktion, beim 
Morbus Basedow, die alkoholunlésliche JodeiweiBfraktion des Blutes in 
auBerordentlich hohem MaBe erhéht ist [Sturm (3), Lunde, Closs und 
Pedersen (4)], so daB diese Fraktion als Trager des wirksamen Schild- 
driisenstoffes betrachtet werden muBte. Lunde und Wiilfert (5) arbeiteten 
Methoden aus, um die Konzentration dieser Stoffe im Schilddriisen- 
gewebe selbst zu bestimmen. Sie wahlten hierzu eine Trennung des 
Schilddriisenjods in drei Fraktionen: in eine wasserléslich-acetonlosliche, 
eine wasserléslich-acetonunlosliche und in eine wasserunldsliche Fraktion. 
Sie betrachten hierbei die wasserléslich-acetonunlisliche Fraktion, die 
etwa durchschnittlich 53,2°, des Gesamtjods einer normalen mensch- 
lichen Schilddriise enthalt, als Trdger des spezifischen Thyreoglobulins. 
Die wasserléslich-acetonl¢sliche Fraktion erwies sich als vorwiegend 
anorganischer Natur, wobei die Frage offengelassen werden mute, ob 
nicht dieses anorganische Jod sich zum Teil erst postmortal oder wahrend 
der Aufarbeitung des Materials gebildet hatte. Die wasserunlisliche 
Fraktion enthalt Jod, das an wasserunlésliche EiweiBké1per gebunden 
sein muBte (Jod der Zellwaénde ?). 

Wenn die Verhaltnisse beim Gewebsjod analog liegen, und wenn die 
von uns vermuteten Beziehungen des Gewebsjods zu glykolytischen 
Stoffwechselprozessen tatsaéchlich bestehen, dann sollte es méglich sein, 
aus der Abhangigkeit bestimmter Fraktionen des allgemeinen Gewebs- 
jods von glykolytischen Stoffwechselvorgangen auf deren biologische 
Bedeutung zu schlieBen; damit muBte aber auch die funktionelle Be- 
deutung des Gewebsjods in bestimmten Richtungen klargelegt werden 
kénnen. Wir begannen daher unsere fraktionierten Joduntersuchungen 
nach den Lundeschen Vorschriften in jenen Kérpergeweben, deren 
glykolytische Stoffwechselprozesse experimentell leicht beeinfluBbar 
sind, némlich in der Muskulatur und in der Leber. 


a) Die Beziehung der Muskeljodfraktionen zur Muskelkontraktion. 


Da bekanntlich die Jodkonzentration tierischer Gewebe sehr grobe 
individuelle Schwankungen zeigen kann, kam es darauf an, méglichst am 
gleichen Muskelstiick desselben Versuchstieres allenfallsige Veranderungen 
der Jodfraktionen beim Ubergang vom Ruhezustand zum Kontraktions- 
zustand zu beobachten. Wir wahlten hierbei folgende Versuchs- 
anordnungen : 


Bei etwa einjahrigen, 2'/,kg schweren, narkotisierten Kaninchen wurde 
die Glutaealgegend operativ frei gelegt. Die rechtsseitige Glutaealmuskulatur 
wurde daraufhin bis zum Dauertetanus gereizt. Zu diesem Zwecke banden 
wir die inaktive Elektrode (einen mit Kochsalz getrankten, mit Mull um- 
wickelten Bleistreifen) um eine Pfote des Versuchstieres. Die aktive Elek- 
trode erzeugte zunichst mit geniigend starkem faradischen Strom einen 
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Dauertetanus vom Nerv aus. Alsdann wurden alle sichtbaren Muskel- 
gruppen mit demselben Strom einzeln gereizt, solange bis eine Stromunter- 
brechung keine Einzelzuckungen mehr hervorrief. Nunmehr erfolgte noch 
eine Reizung mit galvanischem Strom, auch hier bis zum Aufhéren jeder 
Zuckung. War dieser Punkt erreicht, dann wurde das Tier sofort durch 
Nackenschlag oder Chloroform getétet; die elektrisch gereizte, tetanisch 
kontrahierte Glutaealmuskulatur und die ungereizte Glutaealmuskulatur 
der Gegenseite wurden getrennt aus dem Tierkérper herausgeschnitten und 
noch kérperwarm nach den Lundeschen Vorschriften weiter verarbeitet. 

Mittels einer Hackmaschine wurden ungefaihr 30 g Gewebe zerkleinert, 
in geniigender Menge Kohlensiureschnee eingefroren und daraufhin im 
Morser pulverisiert. Nach dem Auftauen wurden 25g des Gewebebreies 
mit etwa 30 bis 40 cem zweimal destillierten Wassers vermischt und bei 
etwa 37 bis 40° C 1 Stunde lang stehengelassen ; die Mischung wurde nunmehr 
etwa 45 Stunden lang zentrifugiert, bis eine scharfe Trennung zwischen 
wasserloéslichen und unléslichen Teilen eingetreten war. Die iiberstehende 
Fliissigkeit wurde durch ein Filter direkt in 25 cem reinsten Acetons ein- 
getropft, wobei sofort eine feine Ausfallung eintrat. Der Bodensatz in den 
Zentrifugenglasern wurde erneut eingefroren und sehr vorsichtig (unter 
Vermeidung von Materialverlust) pulverisiert. Dann erfolgte erneute 
wiisserige Extraktion des Gewebes in der vorher beschriebenen Weise mit 
anschlieBendem Zentrifugieren und Ausfillen in Aceton. Eine dritte Extrak- 
tion des Bodensatzes vervollstandigte den wisserigen Auszug. Der zuriick- 
bleibende Rest stellt die sogenannte wasserunlésliche Extraktion dar. 

Die vom Aceton ausgefallten Substanzmengen wurden durch Filtrieren 
von der iiberstehenden Acetonlésung getrennt; mehrmaliges Nachwaschen 
mit frischem Aceton gewihrleistete eine quantitative Trennung der aceton- 
6slichen von der acetonunléslichen Extraktion. 

Der abfiltrierten, v6éllig klaren Acetonl6sung wurden nunmehr 5 ccm 
einer 20°%igen Natronlauge zugefiigt; das Aceton wurde vorsichtig ab- 
destilliert, die verbleibende Fliissigkeit auf ungefihr 10 bis 15 cem ein- 
geengt. Der Filterriickstand wurde sorgfaltig in einem Veraschungskolben 
gesammelt und durch Erwarmen vom Aceton befreit. 

Alle drei Fraktionen wurden daraufhin der Mikrojodanalyse unterworfen ; 
hierbei bedienten wir uns des Leipertschen Verfahrens in der Sturmschen (6) 
Modifikation. Zur Kontrolle der in den Fraktionen gefundenen Jodwerte 
wurde die Gesamtanalyse eines unfraktionierten Gewebsstiickes ausgefiihrt ; 
die Addition der Jodwerte der einzelnen Fraktionen muBte mit dem Gesamt- 
jodwert (innerhalb einer Fehlergrenze von 10°) iibereinstimmen. 

Die in fiinf derartigen Versuchen erzielten Jodwerte der einzelnen 
Gewebsfraktionen und das Gesamtergebnis sind in Tabelle I iibersicht- 
lich zusammengestellt. 

Die Diskussion unserer Ergebnisse an Kaninchenmuskulatur fiihrt 
zu folgenden Feststellungen: 

1. Jene Jodfraktion, die in der Schilddriise als sogenannte Thyreo- 
globulinfraktion den Hauptanteil im thyreoiden Joddepot einnimmt, 
tritt in der Muskulatur in ihrer prozentualen Anteilnahme ganz erheblich 
zuriick. In ihr findet sich nur etwa !/, des Gesamtjods der Muskulatur. 
Das in der Schilddriise nach Lunde bestehende Verhaltnis zwischen 
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loslichem EiweiBjod und anorganischem Jod, das mit 5:2 angegeben 
wird, verschiebt sich in der Muskulatur nach 2: 3, d. h. ganz zugunsten 
des anorganischen Jods. Der Prozentsatz der wasserunléslichen Fraktion 
ist in der Muskulatur héher als in der Schilddriise (vgl. Abb. 1). 

2. Im elektrisch gereizten, tetanisch kontrahierten Muskel findet eine, 
wenn auch nicht sehr starke, aber doch deutliche Zunahme der wasser- 
léslichen-acetonunléslichen Fraktion, d.h. des sogenannten léslichen 
Kiweibjods statt. Dieser Gewinn 
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elektrischer Reizung. 


schlieBlich zuungunsten der anorganischen Fraktion, die in dem Mabe 
kleiner wird, als die acetonunlésliche Fraktion ansteigt (s. Abb. 2). Man 
kann daraus schlieBen, daB beim Glykogenabbau anorganisches Jod in 
Reaktion tritt und dabei selbst organische Bindungen eingeht. Es pabt 
diese Verschiebung in den Jodfraktionen gut zu den Untersuchungen 
von Sturm und Schulz, die, wie bereits zitiert, die beschleunigende 
Wirkung des Jods auf glykolytische Stoffwechselvorgange an Hefe- 
zellen bewiesen. Es kann dieses in Punkt 2 dargelegte Ergebnis in 
folgender Weise schematisch zum Ausdruck gebracht werden: 


Glykolyse 


~~~» Milchsaure 
beschleunigt durch Jodion 


Muskelglykogen 


lésliches Eiweibjod 


> 
nimmt zu auf Kosten der anorganischen Fraktion 


b) Die Beziehungen der Leberjodfraktionen zum Leberglykogen. 


Nachdem aus den Muskeluntersuchungen hervorging, daB Glykogen- 
abbau zur Anreicherung der wasserloslichen-acetonunléslichen Fraktion 
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fihrte, muBte zu erwarten sein, dab Glykogenaufbau eine umgekehrte 
Verschiebung der Jodfraktionen ausléste. Zur Priifung dieser Frage 
eignete sich besonders gut das Lebergewebe, dessen Glykogenlager be- 
kanntlich sehr rasch unter Insulingaben aufgefiillt werden kénnen. Wir 
-beobachteten daher die Jodfraktionen in Kaninchenlebern, die der 
Wirkung von Insulin ausgesetzt waren. Tabelle I] gibt die jodanalyti- 
schen Ergebnisse dieser Versuchsieihe wieder. 

Die Auswertung der Jodfraktionen ergibt: 

lL. Das lésliche EiweiBjod ist in 























normalen Kaninchenlebern von vorn- " 
herein héher konzentriert als in der $F. BB o-ralteter 
Muskulatur, bleibt aber in seinem Be | FE Leder be Insulingaben 
prozentualen Anteil am Gesamtjod — & ¢y| | 
noch erheblich hinter der ent- & , | 
sprechenden Schilddriisenfraktion ~ 30 | 
zuriick (siehe Abb. 1). Das Ver- SS: | 
haltnis lésliches JodeiweiB : an- S $2 
organische Fraktion betragt 4: 38, S< 
steht also den Verhaltnissen in der SS” : 
Schilddriise naher als denen in der Bo ae 
Muskulatur. ' wasser- wasser- — wasser- 

2. Mit der Glykogenanreicherung — pose = 

. 5 a c i 

in der Leber unter Insulinwirkung unléslich loslich 


Abb. 3. Verschiebung der Jodfrak- 


nimmt die wasserlésliche-acetonunlés- tionen der Leber bei Insulingaben. 


liche Jodfraktion ab. Das in dieser 
Fraktion zu Verlust gehende Jod taucht zum gréBten Teil in der wasser- 
léslichen-acetonléslichen (anorganischen) Fraktion, zum kleineren Teil 
in der wasserunléslichen Fraktion (im Zellwandjod ?) auf. Siehe Abb. 3 
° - + P . . P 
und die schematische Ubersicht der Leberjod-Leberglykogen-Korrelation ! 
Insulin 
Glucose > Glykogen 
lésliches EiweiBjod nimmt ab 


> 
zugunsten der anorganischen Fraktion 


Es bedeutet also die Verschiebung der Jodfraktionen der Leber 
nach Insulingaben tatsachlich eine Umkehr der in der Muskulatur nach 
Kontraktion erzielten Jodbewegung. Es erganzen sich daher die aus den 
Muskel- und Leberversuchen gewonnenen Ergebnisse gegenseitig in so 
vollkommener Weise, daB dadurch die bereits seit langem vermuteten 
Beziehungen des Gewebsjods zum Glykogenstoffwechsel als bewtesen er- 
scheinen kénnen. 

Eine weitere wertvolle Stiitze fiir die Bedeutung der acetonunléslichen 
Jodfraktionen im glykolytischen StoffwechselprozeB geben die von Sturm 
und Rockmann an menschlichen Leichenorganen durchgefiihrten fraktionierten 
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Joduntersuchungen; es zeigte sich hierbei, wie an anderer Stelle noch aus- 
fiihrlich mitgeteilt werden wird, da das lésliche JodeiweiB im gesunden 
Lebergewebe dann ganz erheblich, ja bis zum Nullwert herabgesetzt werden 
kann, wenn sich innerhalb dieses Lebergewebes gréBere metastatische 
Krebsknoten, die diese Fraktion in erheblicher Konzentration besitzen, 
entwickeln; tritt jedoch in einer Carcinommetastase eine zentrale Nekrose 
auf, so wird der Prozentanteil der léslichen JodeiweiBfraktion am Gesamtjod 
geringer als im umgebenden Gewebe von normaler Vitalitat (nachgewiesen 
an nekrotisierten Krebsknoten in der Lunge). Also auch hier: Zunahme des 
léslichen JodeiweiBbes an Statten erhéhten glykolytischen Stoffwechsels, 
Abnahme des léslichen JodeiweiBes bei Verminderung der Girungsprozesse ! 

Ist nun diese wichtige wasserlésliche Jodeiweibfraktion, die in der 
Muskulatur bei Muskelkontraktion, in der Leber bei Glykogenaufbau, 
im Krebsknoten so charakteristische Bewegungen zeigt, daB man daraus 
auf eine allgemeine biologische Funktion dieser Fraktion im Garungs- 
stoffwechsel schlieBen kann, identisch mit der von Lunde aus der Schild- 
driise isolierten ebenfalls wasserléslichen-acetonunléslichen Fraktion, die 
er, wie bereits erwahnt, als Thyreoglobulinfraktion bezeichnet ? 

Wenn wir auch heute noch von einer klaren Beantwortung dieser 
grundsatzlich wichtigen Frage absehen miissen, so méchten wir doch 
bereits heute auf folgende experimentelle und klinische Beobachtungen 
hinweisen, die uns die Lésung der neuen Problemstellung im Sinne 
der einheitlichen thyreogenen Herkunft der nunmehr in den Brenn- 
punkt des Interesses geriickten léslichen JodeiweiBfraktion erwaiten 
lassen: 

Leland und Foster (7) gaben eine Schilddriisenextraktionsmethode 
bekannt, die eine Darstellung des Thyroxinjods erméglicht. Dabei wird 
nach entsprechender alkalischer Hydrolysierung der EiweiBk61 per durch 
Ausschiittelung mit Butylalkohol das Thyroxinjod isoliert. Um nun die 
chemische Natur der aus einer Leber nach der Lundeschen Methode ge- 
wonnenen léslichen JodeiweiBfraktion naiher zu erforschen, wurde diese 
Fraktion nach den Vorschriften von Leland und Foster Weiter verarbeitet. 
Der daraus hergestellte Thyroxinjodanteil wurde niengenmabig ver- 
glichen mit der Thyroxinjodquote, die aus einer sicher schilddriisen- 
bedingten acetonunléislichen JodeiweiBfraktion, namlich aus der Aceton- 
fallung einer von einem schweren Basedowiker stammenden Blutprobe 
erzielt werden konnte. Die vergleichenden Jodanalysen ergaben folgende 
Werte: 

Basedowblut: Jodgehalt der acetonunléslichen Fraktion (nach Lunde) 

- 96 y-%. Die Aufarbeitung dieser Fraktion nach Leland und Foster ergab 
63 y-°, Thyroxinjod, d.h. 65°, der acetonunléslichen Fraktion. 

Leber eines schilddriisengesunden Menschen: Jodgehalt der aceton- 
unléslichen Fraktion (nach Lunde) 12 7-9,. Die Aufarbeitung dieser 
Fraktion nach Leland und Foster ergab 7,6 7-°, Thyroxinjod, d.h. 63°, 
der acetonunléslichen Fraktion. 


14* 
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Die weitgehende Ubereinstimmang im Thyroxinjodprozentgehalt 
der léslichen Jodeiweibfraktion des Basedowblutes und der normalen 
Leber lassen auf eine weitgehende chemische Verwandtschaft dieser beiden 
Fraktionen schlieBen. Mit dieser Feststellung gewinnt die Annahme, dab 
die in den dieser Abhandlung zugrunde liegenden Kaninchenmuskel- und 
Kaninchenleberuntersuchungen isolierte lésliche JedeiweiBfraktion der 
entsprechenden Schilddriisenfraktion nahesteht, eine gewisse Be- 
rechtigung. 

Endlich sei noch an die seit langem bekannten klinischen Tatsachen 
erinnert, daB beim Basedow eine Glykogenverarmung der Leber eintritt, 
daB eine Insulintherapie des Basedowikers ein wertvolles Hilfsmittel in 
der Bekampfung der Schilddriisenstérung ist. [In der Medizinischen 
Klinik Jena wird seit Jahren rein empirisch jeder abgemagerte Basedow- 
fall mit Insulintraubenzucker erfolgreich behandelt: siehe hieriiber bei 
A. Sturm (8)|. Man kénnte diese klinischen Beobachtungen heute dahin 
erklaren: eine Uberschwemmung des Blutes mit schilddriisenspezifischem 
léslichem Eiweibjod behindert den Glykogenaufbau in der Leber: Insulin 
begiinstigt diesen Glykogenaufbau in der Leber, wobei lésliches Eiweibjod 
verbraucht wird und wodurch die Basedowstoffwechselstérung selbst 
viinstig beeinfluBt wird. DaB Insulin den Blutjodspiegel herabsetzt, hat 
bereits 1926 A. Sturm (3) mitgeteilt. 

So fiigen sich die Jodstudien an tetanisch kontrahie1ten Kaninchen- 
muskeln, an insulinisierten Kaninchenlebern, an Carcinomgeweben, die 
vergleichenden Thyroxinjodbestimmungen in Basedowblut und Normal- 
leber, der Insulineffekt auf das Blutjod, die klinischen Erfolge der 
Insulintherapie des Basedows bei glykogenverarmter Leber iiberein- 
stimmend zu der Feststellung: Die aus den verschiedensten Korper- 
geweben isolierte lésliche JodeiweiBfraktion, wahrscheinlich einheitlicher 
thyreogener Genese, hat eine biologische Funktion im glykolytischen Stoff- 
wechsel prozep. 
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Uber das Vorkommen 
von Kallikrein in den Speicheldriisen und im Mundspeichel. 
Von 
E. Werle und P. von Roden. 


(Aus dem Laboratorium der Chirurgischen Klinik der Medizinischen Aka- 
demie Diisseldorf.) 
(Eingegangen am 12. Mai 1936.) 


Mit | Abbildung im Text. 


J. Secker (1) fand, daB Speichel von Katzen, der durch Nerven- 
reizung (Chorda-tympani und Parasympathicusreizung) erhalten wurde, 
intravenés injiziert den Blutdruck der Katze stark herabsetzt. Die 
wirksame Substanz hielt Secker nach ihrem pharmakologischen Ver- 
halten fiir identisch mit Acetylcholin'. Die Nachuntersucher (2) (3) 
bestatigten die blutdrucksenkende Wirkung des Speichels, kamen aber 
zu der Uberzeugung, daB die blutdrucksenkende Substanz nicht ACh. 
sein kénne, da ihre Wirkung durch Atropin nicht verhindert werden 
kann, und da der Speichel am Blutegelriickenmuskel, dem spezifischen 
Nachweisobjekt fiir ACh., unwirksam ist. Die Substanz ist auch ver- 
schieden von Histamin, denn sie wirkt am atropinisierten Kaninchen 
blutdrucksenkend? und ist am Meerschweinchendarm unwirksam, an 
welchem Histamin schon in geringsten Mengen Kontraktionen auslést (3). 
Auch Secker (4) schlieBt sich neuerdings der Ansicht an, daB die von 
ihm beobachtete Substanz mit ACh. nicht identisch ist. Kiirzlich hat 
nun Guimarais (5) ahnliche Versuche wie Secker durehgefiihrt und 
gefunden, dal Speichel des Hundes, welcher durch intravenése 
Sekretininjektion oder durch Vagusreizung erhalten wurde, am Hund 
blutdrucksenkend wirkt, ebenso Pankreassaft, der auf die gleiche Weise 
erhalten wurde. Der Pankreassaft wirkt wie der Submaxillarisspeichel 
sowohl bei der Katze als auch beim Hund blutdrucksenkend, und die 
wirksamen Prinzipien beider Speichelarten werden von Guimarais fir 
wahrscheinlich identisch gehalten. 

Nun hat der eine von uns schon vor langerer Zeit gezeigt, dab der 
Pankreassaft des Menschen und des Hundes blutdrucksenkend wirkt, 
und daB das wirksame Prinzip Kallikrein ist, welches von der 
Bauchspeicheldriise gebildet wird und aus ihr regelmaBig in groben 
Mengen gewonnen werden kann (7) (8) (9) (10). Nach einem friiher in 


' Im Speichel wurden schon friiher cholinartige Substanzen  nach- 
gewiesen (6). 2 Am atropinisierten Kaninchen wirkt Histamin blutdruck- 
steigernd. 
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ahnlicher Weise angewandten Verfahren (10) priiften wir nun, ob die 
Speicheldriisen Kallikrein enthalten. Untersucht wurden Parotis-, 
Submaxillaris- und Sublingualisdriisen von Menschen, Pferden, Rindern, 
Schweinen, Katzen und Hunden. Dabei wurde gefunden, dab die 
Speicheldriisen eine blutdrucksenkende Substanz enthalten, die alle 
Kigenschaften des Kallikreins besitzt, und die wir als identisch mit 
Kallikrein ansehen. Das Kallikrein ist nicht in allen Mundspeichel- 
driisen gleichmaBig verteilt. Es ist stets in der Submaxillaris, und zwar 





Abb. 1. 


Hund, Morphium- Ather-Narkose. 
Ludwigsches Hg-Manometer. 
1. Intravenése Injektion von 0,5 KE. 
2. Intravenése Injektion von 0,5 cem menschlichem Speichel (Appetit - 
saft) nach 24stiindiger Dialyse. 
3. Intravenése Injektion von 0,8cem Appetitsaft inaktiviert mit 
Driiseninaktivator. 
4. Intravenése Injektion derselben Menge des inaktivierten Appetit- 
saftes nach Reaktivierung mit n Salzsdure. 
Frank-Pettersches Manometer. 
5. Intravenése Injektion von 1 ecm Schweine-Submaxillaris-Extrakt 
(II. Extrakt), 48 Stunden dialysiert. 
6. Intravenése Injektion derselben Extraktmenge nach 5 Minuten 
langem Kochen. 
7. Intravenése Injektion von 1 cem Mundspeichel (Appetitsaft), 48 Stun- 
den dialysiert. 
8. Intravenése Injektion derselben Speichelmenge nach 5 Minuten 
langem Kochen. 
9. Intravenése Injektion von | KE. 


in betrachtlichen Mengen enthalten (s. Tabelle 1). Aus dem Vergleich 
mit dem Kallikreingehalt der Bauchspeicheldriisen der entsprechenden 
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Arten geht hervor, daB beim Menschen und beim Hund der Kallikrein- 
gehalt des Pankreas deutlich héher liegt als derjenige der Submaxillaris, 
wahrend beim Schwein, beim Rind und bei der Katze das Verhaltnis 
umgekehrt liegt (s. Tabelle 11). In der Parotis und Sublingualis ist 
verhaltnismabig wenig Kallikrein enthalten. Es fehlt in der Parotis 
des Rindes vollstandig, in welcher ein Inaktivator des Kallikreins in 
groBen Mengen enthalten ist (11). Ubereinstimmend finden sich bei 
allen untersuchten Arten die gréB8ten Kallikreinmengen in der Sub- 
maxillaris. Hervorzuheben ist, daB beim Pferd sich weder in der 
Submaxillaris noch in der Parotis oder Sublingualis Kallikrein nachweisen 
laBt, wie es auchim Pankreasund im Harn des Pferdes nur in ganz geringer 
Menge enthalten ist (s. Tabelle | und II). Wir haben auch den Speichel 
(vorlaufig erst den menschlichen Mundspeichel) auf seinen Gehalt an 
Kallikrein gepriift und gefunden, daB der gew6hnliche Mundspeichel 
des Menschen wenig oder gar kein Kallikrein enthalt. Dagegen konnten 
im sogenannten Appetitsaft bis zu 1.5 KE. pro leem nachgewiesen 
werden. 

Es ist von besonderer Wichtigkeit zu zeigen, welche Kigenschaften 
die Substanz der Speicheldriisen bzw. des Mundspeichels mit dem 
Kallikrein gemeinsam besitzt, welche Daten also die Identitat beider 
Stoffe erweisen. 

Die Driisenextrakte und der Mundspeichel werden vor ihrer biologi- 
schen Auswertung am Hund 48 Stunden dialysiert, d. h. also, daB die 
zur Injektion gelangende kreislaufaktive Substanz, welche als Kalli- 
krein bezeichnet wird, die Cellophanmembran nicht durchdringt. Ihre 
intravendse Injektion bewirkt Blutdrucksenkung (auch am atropini- 
sierten Hund!), Amplitudenvergré6Berung und Pulsbeschleunigung 
(siehe Abbildung). Kurzes Aufkochen des Speichels und der Driisen- 
extrakte zerstért ihre Wirkung vollkommen, ebenso Behandlung mit 
nl HCl bzw. n/l NaOH bei 37°. Beim Versetzen mit Blutserum oder 
Inaktivator aus Rinderohrspeicheldriisen wird die aktive Substanz des dia- 
lysierten Mundspeichels und der dialysierten Driisenextrakte inaktiviert. 
Diese Inaktivierung ist wie diejenige des Kallikreins aus Harn reversibel 
(s. Abbildung 2 bis 4). Wie das Kallikrein, so wird die aktive Substanz des 
Speichels und der Extrakte zerstért durch Bestrahlen mit UV-Licht, 
ferner durch Behandeln mit H,O, und Jod. An der Katze und am Hund 
bleibt das Wirksamkeitsverhaltnis des Kallikreins und der aktiven 
Substanz des Speichels sowie der Driisenextrakte konstant. Die aktive 
Substanz des Mundspeichels und der Driisenextrakte vermag ferner 
wie das Kallikrein den isolierten Hundediinndarm und den mensch- 
lichen Wurmfortsatz zu kontrahieren, nicht jedoch den Meerschweinchen- 


' Abgrenzung gegen Acetylcholin. 
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Tabelle I. Kallikreingehalt der Speicheldriisen. 





Gewicht 


Gattung Nr. Driisenart Po a der Driisen aa. 
g 

1 Sublingualis 2 2 0,4 

2 2 Zz o 

3 2 2 1.4 

1 Submaxillaris 1 2 13 

Mensch - - - 2 1 S 0.8 
3 2 1 3,0 

| Parotis 2 y 0,3 
2 - 1 . 0,25 
3 9 19 0.58 

1 Sublingualis — - 

2 2 13 0,75 

1 Submaxillaris 2 11 30 

Schwein ---\ 9 “— 4 30 24 
1 Parotis 2 8 < 0,05 
2u.3 “ 4 20 < 0,05 
1 Sublingualis 2 a 0,07 

2 ” 1 2 0,7 

1 Submaxillaris 1 4 6,8 

2 ss 2 20 3,0 

3 2 20 14,0 

2 20 24 

Hund : 9 12 1,5 
1 Parotis 1 4 1,6 

2 = 2 9 2 

3 & ae oes 

4 4 20 3,7 
5 2 5 0,14 
1 Sublingualis 1 10 0.42 

2 1 10 0.7 

1 Submaxillaris 1 11 28 
Rind 9 9 7h 9 75 
1 Parotis 1 32 < 03 
2 80 80 < 0,05 
1 Sublingualis 1 5 < 0,05 
2 8 1 8 < 0,05 
- 1 Submaxillaris 2 11 < 0,05 
Pferd 5) 9 12 < 0,05 
1 Parotis 2 27 < 0,05 
2 a 1 20 < 0,05 

1 Sublingualis 2 2 2.3 

1 Submaxillaris 2 3 105 

Katze - +: . 2 = 2 2 109 
1 Parotis 2 3 5,2 

2 2 3 4.5 
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Tabelle Il. Mittelwerte des Kallikreingehaltes der 


Speicheldriisen. 1g Driise enthalt K E. 





Gattung Sublingualis Submaxillaris Parotis Pankreas 
Mensch 1,43 1,73 0,38 4 
Schwein 0,57 27 0.0 15 
Hund Aue 0,38 4,62 1,86 15 
Te ek ee 0,56 15 0,0 5 
ly | 0,0 0,0 0,0 0,5 


Erlduterungen zu den Tabellen: Die in den Tabellen angefiihrten Werte 
fiir den Kallikreingehalt der Driisen ergaben sich aus der Summe der im 
ersten und zweiten Extrakt nach der Dialyse vorhandenen Kallikrein- 
mengen, wie aus dem weiter unten angefiihrten Beispiel hervorgeht. Bei 
sehr unvollstandiger Filtration wurde der Kallikreingehalt unter der An- 
nahme errechnet, daB sich das Kallikrein nach 20stiindiger Extraktion 
gleichmaBig tiber den ganzen Extraktionsansatz verteilt hat. Die in der 
Tabelle Il angegebenen Durchschnittswerte fiir den Kallikreingehalt von 
Bauchspeicheldriisen sind zumeist einer demnachst zu ver6ffentlichenden 
Untersuchung iiber das Vorkommen des Kallikreins im Pankreas ent- 
nommen, verwerten aber auch die Bestimmungen einer friiheren Arbeit (10). 


diinndarm oder -uterus!. Ferner lést die Substanz wie das Kallikrein 
in charakteristischer Reaktion die Entstehung eines Darm und Uterus 
erregenden Stoffes aus!. Die aktive Substanz der Extrakte und des 
Mundspeichels ist wie das Kallikrein in 50°,igem Aceton unléslich 
und kann durch Acetonfallung von einem Teil ihrer Begleitstoffe befreit 
werden. So stieg der Reinheitsgrad des Kallikreins aus dialysiertem 
Mundspeichel durch die Acetonfallung von 1,93 mg auf 0,41 mg pro 
1 KE., bei Schweine-Submaxillarisextrakten von 840 y auf 400 y pro 
1 KE. Nach all diesen Identifizierungsreaktionen halten wir den Nach- 
weis fiir erbracht, daB es sich bei den von uns erfabten wirksamen Sub- 
stanzen des Speichels und der Speicheldriisen um Kallikrein handelt. 

Die Frage nach der Bedeutung des im Mundspeichel vorhandenen 
Kallikreins ist wie diejenige nach der Bedeutung des in den Diinndarm 
ausgeschiedenen Kallikreins noch nicht gelést. Wir haben begonnen 
zu untersuchen, ob das Kallikrein an dem fermentativen bzw. mechani- 
schen ProzeB der Verdauung (12) oder der Resorption im Verdauungs- 
traktus beteiligt ist. Ferner wird zu untersuchen sein, ob unter den 
Versuchsbedingungen von Secker, Feldberg und Guimarais in den 
Sekreten der Submaxillaris und des Pankreas bzw. in diesen Driisen 
selber Kallikrein vermehrt angetroffen wird. 

Nach der Pankreasexstit pation beim Hund fallt die Konzentration 
des im Harn ausgeschiedenen Kallikreins bis auf 20 bis 40°, des ur- 


1 Uber diese Reaktionen wird demniichst a. a. O. berichtet. 
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spriinglichen Wertesab, ohne jedoch gleich Null zu werden (13). Wirddem 
pankreaslosen Hund Insulin verabreicht, so vermag der abgesunkene 
Kallikreinspiegel im Harn sich wieder bis fast zur Norm zu_er- 
heben (13) (14). Es ist wahrscheinlich, daB die Speicheldriisen die Quelle 
fiir das nach Pankreasexstirpation ausgeschiedene Kallikrein sind. 


In Submaxillarisextrakten wurde schon friither eine blutdruck- 
senkende Substanz aufgefunden, und zwar von Henderson und Roe pke (15), 
sowie von Chang und Gaddum (16). Es handelte sich aber dabei nicht 
um Kallikrein, sondern um Acetylcholin. Fiir die erwahnten Unter- 
suchungen wurden die Driisen mit schwach angeséuertem Alkohol (16) 
bzw. mit Trichloressigséure (15) extrahiert. Bei dieser Behandlung 
geht das Kallikrein der Driisen nicht in L6sung bzw. es wird zerstért. 


Bemerkungen zur Ausfiihrung der Versuche, 


1. Technik der Blutdruckmessung. Die Blutdruckmessung erfolgte in 
iiblicher Weise am Ludwigschen Quecksilbermanometer bzw. am Frank- 
Petterschen Federmanometer. 


2. Herstellung der Driisenextrakte. Die Speicheldriisen der Tiere wurden 
ganzfrisch, die des Menschen etwa 24 Stunden nach dem Tode in folgender Weise 
verarbeitet: Die Driisen wurden mit der Schere freiprapariert, durch einen 
kleinen Fleischwolf gedreht und mit dem sechsfachen Gewicht n/50 Essig- 
siure verriihrt'. Nach 20stiindiger Extraktion bei niedriger Temperatur 
(im Eisschrank) wird klar filtriert. Die Extraktion wird ein zweites Mal in 
gleicher Weise durchgefiihrt. Die gewonnenen Filtrate werden 48 Stunden 
lang gegen stark flieBendes Brunnenwasser in Cellophanbeuteln dialysiert. 

Beispiel. Vier Submaxillarisdriisen des Schweines: Gesamtgewicht 
30 ¢ + 180 cem n/50 Essigséiure; 140 cem Filtrat. 2. Extraktion: 180 ccm 
Filtrat. Nach 48stiindiger Dialyse enthalt lecem 1. Filtrat 3 KE., leem 
2. Filtrat 1 KE. Aus 30g Driisen wurden 720 KE. erhalten, also aus | g 
Driise: 24 KE. 

"3. Gewinnung des Mundspeichels. Von etwa 20 Personen wird der 
,Appetitsaft’’ gesammelt, der unmittelbar vor dem Essen und wahrend 
des Essens flieBt, wobei eine Verunreinigung des Speichels mit Speise 
vermieden wird. Der Speichel wird dann klar filtriert und 48 Stunden lang, 
wie oben angegeben, dialysiert. 

Beispiel. 120cem menschlicher Speichel ergeben nach 48 stiindiger 
Dialyse 135 cem. 1 cem dialysierter Speichel enthalt dann 1,4 KE.; 1 KE. 
1,93 mg organische Substanz. 


Acetonfallung: 75 cem dialysierter Speichel werden mit 75 cem Aceton 


gefallt. Der Niederschlag wird in 7,5 cem Wasser aufgelést. 1 cem = 14 KE., 
1 KE. 408 » organische Substanz. Ausbeute 100°). Reinigung aufs 
4,8fache. 


' Urspriinglich verwendeten wir fiir die Verarbeitung nur die dreifache 
Essigsiuremenge, wobei besonders bei den mukésen Submaxillarisextrakten 
nur ganz geringe Filtratmengen erhalten wurden. 
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Bemerkungen zu den identifizierungsreaktionen. 
Die Identifizierungsreaktionen fiir das Kallikrein wurden schon mehr- 
fach beschrieben (8) (10), zuletzt ausfiihrlich in dieser Zeitschrift (17). Es 
kann daher hier auf die Wiedergabe der Beispiele verzichtet werden?. 
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Zur Spezifitit des Phenolreagens nach Folin und Ciocalteu 
‘ir die Tryptophanbestimmung. 
Von 
E. Schild und C. Enders. 
(Mitteilung aus der Wissenschaftlichen Station fiir Brauerei in Miinchen.) 


(Eingegangen am 25, Mai 1936.) 


Im Verlauf von Untersuchungen iiber den Aminoséurengehalt von 
Bierwiirzen wurde das Tryptophan nach der Methode von Folin und 
Marenzi! bestimmt. Die Bestimmung erfolgt derart, daB das Tryptophan 
durch Fallung mittels Mercurisulfat vom Tyrosin getrennt und seine 
Menge nach der Wiederauflésung mit dem Phenolreagens, einer unter 
bestimmten Bedingungen hergestellten Phosphorwolfram-Phosphor- 
molybdansaure, kolorimetrisch erfaBt wird. Die dabei erhaltenen un- 
wahrscheinlich hohen Tryptophanwerte lieBen die Brauchbarkeit der 
Methode zweifelhaft erscheinen. Es wurde beobachtet, daB bei der 
Quecksilbersulfatfallung ein groBer Teil des Wiirzefarbstoffes in den 
Niederschlag ging, also die Méglichkeit bestand, daB dieser Farbstoff die 
Bestimmung falscht. Deshalb wurde der Farbstoff der Wiirze, Mela- 
noidin, kiinstlich aus Glucose und Glykokoll dargestellt und mit dem 
Phenolreagens in Reaktion gebracht. Es erfolgte eine starke Reduktion 
des Reagens. Die entsprechenden Blindversuche mit den Komponenten, 
aus denen das Melanoidin hergestellt ist, verliefen negativ. Wird eine 
reine Melanoidinlésung mit Quecksilbersulfat gefallt und der Nieder- 
schlag in tblicher Weise auf Tryptophan gepriift, so erhalt man ebenfalls 
eine deutliche, jedoch nicht so starke Blaufaérbung wie im ersteren Falle. 

Da nun das Phenolreagens eine weit verbreitete Anwendung zur 
Bestimmung von Tryptophan in Naturprodukten und physiologischen 
Fliissigkeiten gefunden hat, entschlossen wir uns, durch obigen Befund 
angeregt, eine kritische Studie tiber die Brauchbarkeit des Phenol- 
reagens in diesen Substanzen anzustellen. 

Das Phenolreagens stellt nach Wu? ein Gemisch von Phosphorwolfram- 
Phosphormolybdansaure dar, in welehem das Verhaltnis von P,O;: (WoO, 

MoQ,) gleich 1:18 ist. Die komplexen Sauren reagieren mit verschiedenen 
anorganischen Stoffen wie Cupro- und Ferrosalzen, ferner mit Schwefel- 
wasserstoff, Jodwasserstoff, Schwefeldioxyd, Stannochlorid usw. Urspriing- 
lich wurde es, wie der Name ausdriickt, zur Erkennung und Bestimmung 
von Phenolderivaten verwendet. Es ist also nach dieser Verwendungsweise 
spezifisch fiir bestimmte chemische Gruppen (Hydroxylgruppe). Dem- 
entsprechend wurde es zur Bestimmung von Tyrosin durch Folin und Denis ® 


! O. Folin u. A. D. Marenzi, J. of biol. Chem. 88, 89, 1929. — ? H. Wu, 
ebenda 48, 209, 1920. 3 O. Folin u. W. Denis, ebenda 12, 239; 12, 245. 
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eingefiihrt. Die Untersuchung verschiedener Proteine auf ihren Gehalt an 
Tyrosin unter Verwertung dieser Methode ergab wesentlich héhere Werte 
als sie bisher in der Literatur verzeichnet waren, weshalb die Verfasser ihre 
Methode als Fortschritt gegeniiber den vorhandenen ansahen. Bald er- 
kannten jedoch Folin und Looney', daB bei dieser Art der Tyrosinbestim- 
mung zu hohe Werte erhalten werden; sie fanden als Ursache, daB Trypto- 
phan ebenfalls mit dem Phenolreagens reagiert. Auf Grund dieser Tatsache 
bauten die genannten Autoren eine Bestimmungsmethode von Tyrosin und 
Tryptophan nebeneinander aus, indem sie zur Trennung die Unléslichkeit 
der Tryptophanquecksilberverbindung benutzten. Beide Aminoséuren wurden 
mit Hilfe von Phenolreagens bestimmt. Da aber das Quecksilbersulfat das 
Tyrosin dergestalt veraindert, daB es mit Phenolreagens zu hohe Werte 
liefert, gingen Folin und Ciocalteu* dazu iiber, das Tyrosin durch Millons 
Reagens zu bestimmen und nur den Tryptophangehalt mit dem Phenol- 
reagens zu ermitteln. Ciocalteu*® zeigte spaiter allerdings, da es méglich 
ist, das Tryptophan neben dem Tyrosin mit dem Phenolreagens zu be- 
stimmen, indem durch Zusatz von Mercurisulfat zum Standard oder durch 
Zersetzen der Tyrosin-Quecksilberverbindung mit Salzsiiure die Propor- 
tionalitat wieder hergestellt wird. Bei dieser Gelegenheit aubert Ciocalteu 
iiber die Spezifitat des Phenolreagens nach Folin-Denis (Methode Folin- 
Looney), daB noch kein Autor nachweisen konnte, da eine andere Amino- 
siure auber Tryptophan (welches durch Mercurisulfat niedergeschlagen 
wird), oder irgendein anderer, bei der Hydrolyse der Proteine entstehender 
Korper eine Farbreaktion mit dem Phenolreagens gibt. Trotzdem leugnen 
Folin und Ciocaliew (1. ¢.) eine solehe Méglichkeit nicht. 

In der ausgedehnten Literatur iiber Tyrosin- und Tryptophanbestim- 
mungen wird die Brauchbarkeit und Eindeutigkeit der Methode nach Folin 
fast stets bedenkenlos angenommen. Nur ganz wenige Autoren weisen 
darauf hin, da®B auch andere, in den zu untersuchenden Substanzen vor- 
kommende Stoffe die Reaktion stéren, indem sie auch auf das Phenol- 
reagens ansprechen. So finden Gortner und Holm‘, dab jede leicht oxydier- 
bare Substanz mit dem Phenolreagens reagiert, Folin und Looney (l. c.), 
daB Indol und seine Derivate mit Phenolreagens eine unzweifelhafte, aber 
relativ schwache Farbung erzielen; fiir die Bestimmung von Tyrosin in 
EiweiB habe jedoch die Tatsache kaum Bedeutung. G. Reif > weist mit einer 
Phosphorwolfram-Phosphormolybdiansaéure deutlich nach: Aceton, Cystin, 
Resorcin, Kreatin, Alloxan, Alloxantin, Indol, Skatol, Hydrochinon, Brenz- 
eatechin, Gallussiure, Adrenalin und Harnsiure. Nach Mastin und Rees® 
ist das Phenolreagens von Folin und Denis in Gegenwart leicht oxydierbarer 
Substanzen zum Nachweis von Tyrosin nicht brauchbar. Hanke’, Kraus® 
sowie Farlane und Fulmer® fanden, daB in alkalischen Hydrolysaten von 
Rohprotein Stoffe vorhanden sind, die ebenfalls mit dem Phenolreagens 
reagieren; wahrend Hanke iiber die Stoffe keine genauen Angaben macht, 
nimmt Araus an, daB es sich um Indol und Skatol handelt. Er ist der 


1 0. Folin u. J. M. Looney, J. of biol. Chem. 51, 421, 1922. — * O. Folin 
u. V. Ciocalteu, ebenda 73, 627, 1927. —- * V.Ciocalteu, C. r. hebd. Soe. 
Biol. 101, 199, 1929. — 4 R. A. Gortner u. G. EB. Holm, J. Amer. chem. 
Soe. 62, 678. — ° G. Reif, diese Zeitschr. 161, 128, 1925. — ® H. Mastin 
u. H.G. Rees, Biochem. J. 20, 759, 1926. — 7 Hanke, J. of biol. Chem. 
79, 587, 1928. — ® Kraus, ebenda 68, 157, 1925. —- ® W. D. McFarlane 
u. H. L. Fulmer, Biochem. J. 24, 1601, 1930. 
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Ansicht, dai sie eventuell aus Tryptophan entstanden sind. Sie kénnen 
durch Extraktion mit Ather oder Toluol entfernt werden. Farlane und 
Fulmer weisen nach, dai diese beiden Stoffe nicht in Frage kommen und 
meinen auf Grund der Toluolléslichkeit, dab es nicht Harnsiure, aber ihr 
verwandte Purine und Pyrimidinbasen sind. Die st6renden Substanzen 
entstehen wahrscheinlich erst wihrend der Alkalihydrolyse. Sie betrachten 
die Werte, die man nach der Toluolextraktion der Hydrolysate erhalt, fiir 


richtig. 

Um die Spezifitat der Reaktion zu priifen, wurden nun bekannte 
Reduktionsmittel sowie auch eine Reihe von Substanzen, die in physio- 
logischen Flissigkeiten und Naturprodukten vorkommen kénnen, auf 
ihr Verhalten gegeniiber dem Phenolreagens untersucht. 


Tabelle. 


Reduktion des Phenolreagens in alkalischer Lé6sung durch: 








1. Wasserstoff ..... .. | negativ 8. Hydrochinon . . .. .  positiv 

2. Wasserstoff mit Platin akti- 9. Pyrrol era ee " 
BRE 6 eles ak ead. wun - 10. Furfurol . . . . . . . sechwach 

3. Zink + NaOH .... . | schwach positiyv 
(NaOH allein ebenfalls _positiv | 11. Cystin . . ... . . .  negativ 
schwach pos. — Zersetzung 12. Glutathion . . . .. . | positiv 
des Phenolreagens durch 13. Brenztrauhensaure. . . ‘ 
starkes Alkali) 14. Zuckercouleur . . . . a 

4. Natriumsulfit . . . . . .  positiv 15. Melanoidin a . 

5. Ferrosulfat ......-. a 16. Huminsiure (Merck) . .  schwach 

6. Hydrazinhydrat .... . : positiv 

(fie 0 a ar ay a 5 Lf. TORU. hs oe 


Besonders wichtig erachten wir das schon eingangs erwahnte Re- 
duktionsvermégen von Melanoidin. Wenn auch unsere Kenntnis tiber 
die chemische Konstitution dieser Stoffe vorerst noch in Dunkel gehiillt 
ist, so scheint immerhin eine gewisse Verwandtschaft zwischen den 
aus Aminoséuren und Kohlenhydraten entstehenden Melanoidinen, 
den Huminsubstanzen, den Melaninen der Pigmente und den_ bei 
der EiweiBhydrolyse entstehenden gelb bis braun gefarbten Substanzen 
zu bestehen. 

Gelatine enthalt bekanntlich weder Tyrosin noch Tryptophan}; sie 
bildet aber bei der Hydrolyse mit konzentrierter Salzséure durch drei- 
stiindiges Kochen unter RickfluBkiihlung tiefbraungefarbte Ver- 
bindungen. Das Hydrolysat ergibt mit Phenolreagens anfanglich eine 
intensive Blaugriinfarbung, die nach kurzer Zeit rein blau wird. Zur 
Kontrolle wurde das Reaktionsprodukt auf Tyrosin nach Millon und auf 
Tryptophan nach Komm untersucht. Von beiden Aminoséuren war darin 


1 Siehe Plimmer u. Matula, Steinkopf 1914, S. 59, die Arbeiten von 
Emil Fischer, Levene u. Aders; Fischer, Hart, Kossel u. Kutscher; Fischer u. 
Béhner. 
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keine Spur enthalten. Die Blaufaérbung des Phenolreagens wurde also 
durch die braungefarbten Verbindungen des Hydrolysats hervorgerufen. 

Die Tabelle zeigt deutlich, daB nicht nur starke anorganische Re- 
duktionsmittel die Reduktion des Phenolreagens zu bewirken imstande 
sind, sondern auch eine Reihe von Stoffen, die in den zu untersuchenden 
Substanzen vorkommen kénnen [Brenztraubenséure im Harn und im 
Blutserum, Melanoidin in Wiirze und Bier, Huminstoffe usw. in Hydro- 
lysaten und auch die Gerbstoffe (Tannin)], mit dem Folinschen Reagens 
eine Blaufirbung ergeben. Sicherlich enthalt die Tabelle nicht alle 
Substanzen, die die Folinsche Reaktion geben, und es ist anzunehmen, 
da} noch eine groBe Menge anderer, unbekannter Stoffe auBer den in der 
Tabelle aufgefiihrten die Tryptophanbestimmung falschen. Die Tabelle 
ist somit nur als ein Hinweis auf die mangelnde Npezifitat des Phenol- 
reagens aufzufassen. 

Wie aus der Geschichte des Folinschen Reagens wie auch aus der 
durchgefiihrten Versuchsreihe hervorgeht, sprechen auf das Phenol- 
reagens einerseits Stoffe mit charakteristischen chemischen Gruppen 
an (phenolische Hydroxylgruppen), andererseits Substanzen, die durch 
mehr oder minder starke Reduktionskraft ausgezeichnet sind. Zu den 
letzteren gehéren das Tryptophan und Derivate, also Stoffe, die durch 
eine bestimmte chemische Konfiguration (2-Stellung des Pyrrolrings!) 
oxydationsempfindlich sind. (Vgl. die Carr-Price-Reaktion bei fiinf- 
gliedrigen monoheterocyclischen Ringen?.) 

Da der Eintritt der Blaufairbung eine Reduktion des Phenolreagens 
anzeigt, liegt die Erklarung nahe, daB auch die phenolische Hydroxylgruppe 
wie die fiinfgliedrigen Monoheterocyclen nur wegen ihrer reduzierenden 
Eigenschaften den Eintritt der Reaktion bedingen. Bringt man die be- 
kannten, stark reduzierenden Eigenschaften von Verbindungen mit OH- 
Gruppen an der C=C-Doppelbindung, sowie oben erwahnte Oxydations- 
empfindlichkeit fiinfgliedriger Monoheterocyclen in Verbindung mit dem 
Befund, daB die meisten Aminosduren gegen die Bestrahlung mit ultra- 
violettem Licht unempfindlich sind, wiahrend Tyrosin und Tryptophan 
unter dem Einflu8 desselben Sauerstoff schnell zu absorbieren vermégen*, 
so diirfte die theoretische Vorstellung, daB dem Ansprechen auf das Phenol- 
reagens eine bestimmte chemische Konfiguration zugrunde liegt, unbefrie- 
digend sein. Vielmehr ist fiir den Eintritt der Reaktion ganz allgemein die 
Reduktionsfahigkeit der betreffenden Substanz verantwortlich. Substanzen, 
die normalerweise keine reduzierenden Eigenschaften aufweisen wie Tyrosin 
und Tryptophan, deren Fahigkeit zu reduzieren aber durch Aktivierung 
mit ultraviolettem Licht erreicht werden kann, sprechen also bereits auf 
das sehr empfindliche Phenolreagens an. Die Intensitit der Blaufarbung 
ist proportional der zahlenmaéBig nicht erfaBbaren Reduktionskraft der 
betreffenden Substanzen. Die Vorstellung, daB das Phenolreagens ein 


1 H. Bauer u. E. StrauB, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 65, 308, 1932. 
—- 2 Levine u. Richman, J. of biol. Chem. 101, 373, 1932. 3 D. T. Harris, 
Biochem. J. 20, 288, 1926. 
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~pezifisches Nachweisreagens fiir Tryptophan und Tyrosin ist, kommt durch 
die Versuche und die theoretische Erklarung ins Wanken. 

Fiir die Auffassung, daB lediglich die Reduktionskraft des betreffenden 
Stoffes fiir den Eintritt der Reaktion verantwortlich ist, spricht auch der 
Befund, dai das Reagens mit einfachen Reduktionsmitteln (Na, 8S, Hydrazin- 
hydrat) ebenfalls eine Blaufarbung gibt, und daB die Farbungsintensitat 
ygegentiber dem Phenolreagens nicht mit dem Molekulargewicht bzw. ganzen 
Vielfachen desselben iibereinstimmt. Versuche, die Farbungskraft der 
betreffenden Substanzen auf Phenolreagens mit ihrem Redoxpotential in 
Zusammenhang zu bringen, brachten kein befriedigendes Ergebnis. Die 
Versuche wurden durchgefiihrt mit Dichlorphenol-Indopheno! (Tidlnanns 
Reagens), und zwar im alkalischen Medium. Entfarbung trat bei Tyrosin, 
Tryptophan und Phenol nicht ein, sie war aber bei Hydrochinon, Pyrrol, 
Melanoidin und Bier sehr deutlich zu beobachten. Eine Parallelitat zwischen 
Phenolreagens und Tillmanns Reagens besteht demnach nicht (im ersteren 
Falle reagiert Phenol bedeutend starker als Hydrochinon, im letzteren Falle 
reagiert Phenol nicht, wohl aber Hydrochinon), und das Farbungsvermégen 
einer Substanz beziiglich des Phenolreagens steht in keinem Zusammenhang 
mit seinem Redoxpotential, soweit die Entfarbungszahl mit Tillmanns 
teagens als Indikator tiberhaupt dem Redoxpotential proportional ist. 


Zusammenfassung. 


An Hand von Versuchen wurde gezeigt, daf eine Reihe von Sub- 
stanzen, die in physiologischen Fliissigkeiten und Naturprodukten vor- 
kommen kénnen, die Tryptophanbestimmung mit dem Folinschen 
Phenolreagens stéren, indem sie selbst mit diesem Reagens Blaufaérbung 
geben. Fir den positiven Ausfall der Reaktion ist das Reduktions- 
vermégen der betreffenden Substanz verantwortlich. Die Reaktion ist 
nicht spezifisch. In anderen Stoffen als reinen EiweiBlésungen und 
Aminosauregemischen ist das Reagens zur Tryptophanbestimmung mit 
Vorsicht anzuwenden. Bei Eiweibhydrolysaten, Wirze und Bier liefert 
es mit Sicherheit keine zuverléssigen Werte. 
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Zur Biochemie des Seidenspinners. XVI. 
Von 
Kazuo Yamafuji. 
(Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Kaiserlichen Universitat 
zu Fukuoka.) 
(Eingegangen am 15. April 1936.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


1. Uber die mitogenetische Strahlung und ihre Beziehung zur Enzymaktivitit 
im Blute von Bombyx mori L. 

Unsere Kenntnis von den Enzymen bei Wirbellosen, insbesondere 
bei Insekten, ist im Gegensatz zu den Wirbeltierenzymen auBerst mangel- 
haft. Zahlreiche altere Angaben, die meist nur die Frage nach der Ver- 
breitung der Enzyme in niederen Tieren behandelten. sind wegen der 
primitiven Arbeitsweise von geringem Werte, um die Natur dieser 
Biokatalysatoren und ihre Wir- 
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Interesse sind. Auch die so- 
genannte mitogenetische Strahlung im Blute diirfte bei den Ent- 
wicklungsprozessen von Bombyx mori eine wichtige Rolle spielen, da 
nach der Ansicht von Gurwitsch dieses Strahlungsphanomen mit 
den Vorgaéngen der Zellteilung verkniipft ist. 

Die Ergebnisse meiner Versuche sind in der Abb. 1 graphisch dar- 
gestellt. Der Einfachheit halber wurden die Ordinaten nicht mit Zeichen 


15* 








226 K. Yamafuji: 


versehen; die einzelnen Daten miissen daher in den betreffenden 
friiheren Versuchen nachgeschlagen werden. Die Variation der Strahlen- 
intensitat sowie der Enzymaktivitaét ist so anschaulich, daB eine be- 
sondere Erlauterung entbehrlich ist. Es ist aber bemerkenswert, dal} 
die mitogenetische Strahlung und die Katalasewirkung wahrend der 
Metamorphose sich annahernd gleichlaufend verandern, und zwar 
sind die Werte in der Puppenperiode am gréBten. 


Versuchsteil. 


Der Nachweis der mitogenetischen Strahlung wurde mittels der 
Hefemethode durchgefiihrt. Als Detektorhefe benutzte ich Saccharomyces 
ellipsoideus. Die Induktion der Hefekulturen, die Inkubation der bestrahlten 
und Kontrollproben und die Ermittlung der relativen Sprossungsintensitat 
erfolgten nach der Vorschrift von Gurwitsch (12). In Tabelle I sind die 
Resultate aus einer Reihe von gleichartigen Versuchen zusammengestellt. 


Tabelle I. 





Mitogenetischer Effekt in 9/9 


Entwicklungsstadium Tage 5 Min. 10 Min. 
Exposition Exposition Mittel 
2 12,1 11,4 11,8 
Larve nach der 4. Hautung 5 9,6 9,9 9,8 
\| 8 11.3 14,1 12,7 
Verpuppungszeit ---+-- 3 16,0 29,4 22,7 
1 14,7 22,0 18,4 
é 27,1 27,7 27,4 
: 5 32,4 26,0 29,1 
I uppe . . . . . . . . . . 7 91.3 22.9 21,8 
| 9 12,1 14,2 13,2 
12 19,0 6,6 12,8 

: ¢ 0 
Schmetterling - +: +>: - : _ aa we 


2. Mitogenetische Strahlung und Enzymwirkungen wihrend der 
Entwicklung der Eier. 

Die von Gurwitsch entdeckte mitogenetische Strahlung ist wahr- 
scheinlich nichts anderes als Chemolumineszenz in lebenden Zellen. 
Biologisches Interesse bietet daher die Frage, ob bei verschiedensten 
enzymatischen Reaktionen in der Tat eine Lumineszenz entstent, die 
als Stimulans fiir die Zellteilung wirken kann. Versuche in dieser Rich- 
tung sind in den letzten Jahren von mehreren Forschern ausgefiihrt 
worden. Meines Wissens ist aber bisher fiir die Beziehungen zwischen 
der mitogenetischen Strahlung und den Enzymwirkungen im Organismus 
noch keine befriedigende Erklirung gegeben worden. 

In der vorliegenden Arbeit sollte einerseits im AnschluB an die 
Untersuchung des 1. Abschnitts der Zusammenhang zwischen einigen 
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Enzymwirkungen und dem Auftreten der mitogenetischen Strahlung 
in den sich entwickelnden Eiern erforscht werden; anderseits sollte, 
besonders im Hinblick auf die praktische Bedeutung des Briitverfahrens, 
itberhaupt der Chemismus der Eientwicklung méglichst aufgeklart 
werden. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Abb. 1 als Kurven wieder- 
gegeben. Es ist dazu zu bemerken, daB 














unter den von mir gepriiften Enzymen die "| 
Katalase, wie die Versuche an Blut zeigen, ° 
lie engste Bezi oe il ig 30} \ Mit Efekt 
die engste Beziehung zur mitogenetischen en 
Strahlung zeigt. | 7 
5 20+ .* 
. : | a e e 
Versuchsteil. a : 
10+ Aatalase / 
1. Mitogenetische Strahlung. ; a 
‘ Protease, 
Die Messung der Strahlenintensitat erfolgte Or z 
in ahnlicher Weise wie friiher (12). Die Eier 
wurden sofort nach dem Zerreiben als Sender 901 
gebraucht. Die Expositionszeit war 10 bzw. a Py | 
20 Minuten. Der mitogenetische Effekt wurde al —~ sage g \| 
nach der Formel 2 (J % K %)/K % be- ie Fay ~7% 
rechnet. | a 
40% Pero 
i 
2. Katalase. ———— 
Ein Gemisech von 0,1 g Eier, 0.1 ¢ Quarz- 0 2¢468 W0?RM 
sand und von 1 cem m/30 Phosphatpuffer (py brittage 
6.8) wurde verrieben und mit m/90 Puffer- Abb. 2. Ordinate: Mitogene- 
losung auf 20cem gefiillt. Zur Ermittlung tischer Effekt, E in 9; Ka- 
ler Katal wwirk o ~urde 9= an 100 talase, k- 10°; Protease, eem 
der Iwatalasewirkung wurden 209 ecm n 0,02 n KOH; Amylase, cem 
H,O,.-Lésung, 1eemm/5 Phosphatpufferlésung 0,5 %piges KMnO,: Peroxy- 
(Pu 6,8), 3 com Wasser und 1 cem En- dase, mg Purpurogallin. 
zymlosung vermischt. Nach 0, 5, 10 und 


15 Minuten bei 0° wurden 5cem von dieser Mischung abpipettiert und 
in 10cem n H,SOy, gegossen. Dann wurde das nicht gespaltene H,O, mit 
n/1l00 KMnO,-Lésung titriert. Die Aktivitaét der Katalase driickte ich 
durch die Reaktionskonstanten erster Ordnung aus. 


Pe roxydase ° 
lg Eier wurde mit Quarzsand zerrieben und mit 10 cem Wasser ver- 
setzt. Die Bestimmung der Peroxydase erfolgte nach der Purpurogallin- 
methode. Zu diesem Zweck wurden 0,05 g Pyrogallol in 7 cem Wasser 
gelést, dazu 3cem n/100 H,O, und 10 cem Enzymlésung gefiigt und bei 
25° stehen gelassen. Nach 5 Minuten wurde die Reaktion durch 1 cem 
n H,SO, sistiert. Das gebildete Purpurogallin extrahierte ich mit 20 cem 


Ather und bestimmte die Farbstoffmenge in dieser L6sung im Kolorimeter 


mit einer Vergleichsl6ésung, die 0,1 g Purpurogallin in | Liter Ather enthielt. 


4. Protease. 


Zur Herstellung des Enzymextraktes wurden 3g Eier mit 1g Sand 
verrieben, alsdann 30 ccm Wasser und ein paar Tropfen Toluol hinzugefiigt 
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und nach 24stiindigem Stehen bei 30° klar abzentrifugiert. Das Total 
volumen der Proben betrug stets 20 ccm, bestehend aus 3 ccm 5 °oige 
Caseinlésung, 2cem nNH,Cl—NH,-Puffer (1:1) und 15cem Enzym- 
extrakt. Diese Reaktionsmischung wurde 150 Minuten bei 40° gehalten 
und darauf zur Bestimmung der proteolytischen Wirksamkeit nach W7l/- 
stdtter (13) in alkoholischer Lésung mit 0,2n KOH titriert. 


d. Amylase. 

Der Bestimmungsansatz bestand aus 10 cem 3° iger StarkelOsung, 
lcem 0,2 m Phosphatpuffer (pq = 6,8), Leem n NaCl-Lésung und 15 cem 
Enzymlésung. Die Bereitung der Enzymlésung fiihrte ich in der gleiche: 
Weise durch wie oben beschrieben. Die Versuchstemperatur war 40° und 
die Reaktionsdauer 60 Minuten. Nach Verlauf dieser Zeit wurde die Zucker 
bestimmung nach Pertrand ausgefiihrt. 


Literatur. 


1) bis 11) K. Yamafuji u. Mitarbeiter, Bull. agricult. chem. Soc. Japa: 
8, 156, 1932; 9, 19, 172, 1933; 10, 15, 19, 57, 112, 116, 119, 1934; 11, 14, 36, 
1935. 12) A. Gurwitsch, Handb. d. biol. Arbeitsmethoden, Abt. V, 5S. 1446. 
13) R. Willstdtter u.a., Zeitschr. physiol. Chem. 161, 191, 1926. 
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Die Amylaseaktivitit als Rassenmerkmal bei den Seidenraupen. 
Von 
K. Yamafuji, I. Hiraiwa und S. Goto. 


(Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Kaiserlichen Universitat 
zu Fukuoka.) 


(Eingegangen am 15, April 1936.) 


Die von einem von uns friiher mitgeteilten Arbeiten (1), welche 
rein. enzymchemische Untersuchungen an Bombyx mori betreffen, 
haben uns zu der Frage gefiihrt, ob nicht die Wirkungsweise verschiedene1 
Enzyme dieses Insektes mit den Eigentiimlichkeiten seines Lebens, 
wie der Widerstandsfahigkeit gegen ungiinstige Ziichtungsbedingungen, 
z. B. gegen schlechte Verdaulichkeit des Futters, in Beziehung gebracht 
werden kann. Hier kommt in erster Linie die Amylasewirkung in 
Betracht; teils weil die Amylase im Digestionssaft zweifellos an det 
Verdauung der Starke, die einer der wichtigsten Bestandteile der Maul- 
beerblatter ist, einen wesentlichen Anteil nimmt, und teils, weil cic 
Blutamylase nach unserer Meinung (1) bei dem Abbau des Kérper- 
glykogens, das besonders fiir die Lebensvorgénge in der Puppen- ode: 
Schmetterlingsperiode unentbehrlich ist. eine wichtige Rolle spielt 


Die Untersuchungen fiihrten wir in der folgenden Weise aus: Wi 
hestimmten einerseits die amylolytische Wirksamkeit des Verdauungs 
saftes und des Blutes der gesunden Raupen verschiedener Rassen, 
welche zu gleicher Jahreszeit unter normalen Umstanden geziichtet 
wurden. Andererseits hielten wir dieselben Rassen absichtlich unter 
ungunstigen Bedingungen und ermittelten die Zahl der unter diesen 
Umstanden zugrunde gehenden Raupen. Wir konnten auf diese Weise 
eine enge Beziehung zwischen der Amylaseaktivitaét und der Wider- 
standsfahigkeit erkennen. Es ergab sich namlich, das der Amvlase- 
gehalt des Digestionssaftes des europdischen Stammes verschwindend 
gering ist im Vergleich mit demjenigen des japanischen oder des chinesi- 
schen, wobei der ersterwahnte Stamm im allgemeinen einen zarteren 
Koérperbau hat als die beiden letztgenannten, und ferner. dab unter 
den zu jedem Stamme gehérigen Rassen diejenige Rasse, deren Amylase- 
wirkung im Verdauungssafte bzw. im Blute starker ist, stets eine 
starkeren Koérperbau besitzt als diejenige, deren Amylasewirkuny 
schwacher ist. 

Versuchsteil. 
1. Amylase des Verdauungssa ftes 


Zur Ermittlung der amylolytischen Wirksamkeit vermischten wir 15 cem 
5° iger Starkelésung, LO cem m 10 Glykokoll-NaCl] NaOH-Putfferlosung 
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(px 8,7) und 5cem mit 0,9°% iger NaCl-Losung auf das Doppelte ver- 
diinnten Digestionssaft. Nach 60 Minuten bei 30° wurde der entstandene 
Zucker nach der Methode von Bertrand bestimmt (Tabelle I). 


Tabelle 1. Amylaseaktivitat des Verdauungssaftes in cem 0,5 %Yiger 
KMnO,-Lésung. 





Tag nach der 4. Hiutung Tag nach der 4. Hautung 
Rasse pacts: Rasse Pa AI AG Re NA 


ae oe ae 





Japan-110-K 3, : China-7-D 
Japan-110-G 8 e . Europa-7-A 
China-7-B 3, Europa-7-C 


2. Amylase des Blutes. 

Die Versuche wurden mit Reaktionsgemischen von 10ccem Total- 
volumen ausgefiihrt. 8 cem 5° ,iger Starkel6sung wurden durch Zufiigung 
von | cem 0,2 m Phosphatpuffer auf ein py von 6,8 gebracht, hierauf noch 
leem eines mit 0,9°,iger NaCl-Lésung fiinffach verdiinnten Blutes und 
ein paar Tropfen Toluol hinzugefiigt und 24 Stunden lang bei 30° gehalten. 
Zuckerbestimmung nach Bertrand (Tabelle IT). 


Tabelle Il. Amylaseaktivitat des Blutes in com KMn0O,-Lésung. 





Tag nach der 4. Hiutung Tag nach der 4. Hiiutung 
Rasse 5 hie Re See aR Rasse Path it eh te E- 8ee bes 
3 5 s é | 5 


Japan-110-E f 2,1 2,6 China-7-D i 2,2 


Japan-110-G 2, 3,2 3,4 Kuropa-7-A 2,8 3,6 
China-7-B 2.8 3,6 5.4 Europa-7-C a 3,8 


Tabelle Ill. Zahl der toten Raupen. 





Tag nach der 4. Hiutung 


Rasse Gruppe Summe 


° 


Japan-110-E - 


mE OO POT 


Japan-110-G 


bo 
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China-7-B 
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wwe 
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Europa-7-A 


KN CNW -& 


LO bo bo 


a 
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Europa-7-C 
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— DO 
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Mme 
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3. Widerstandsfdahigkeit gegen ungiinstige Ziichtung. 

Um die Widerstandsfahigkeit der verschiedenen Rassen zu vergleichen, 
zogen wir die Raupen unter ungiinstigen Bedingungen auf und ermittelten 
die Zahl der zugrunde gegangenen Raupen jeder Rasse. Die Versuche 
wurden von der 3. Hautung an begonnen. Wir teilten jede Rasse in 
drei Raupengruppen; die erste Gruppe wurde in der normalen Weise, die 
zweite mit den zarteren Blattern, die dritte im verschlossenen Kasten auf- 
gezogen. Jede Gruppe bestand aus 100 Weibchen und 100 Mannchen. 
Die Ergebnisse enthalt Tabelle III. 


Herrn Prof. Y. Okuda danken wir fiir sein Interesse an unserer Arbeit. 


Die Arbeit wurde durch ein Stipendium der ,,Nippon Gakujutsu Shinkokai* 
unterstiitzt. 


Literatur. 


1) K. Yamafuyi, Bull. agricult. chem. soc. Japan 8, 156, 1952; 9, 19, 
172, 1933; 10, 15, 19, 57, 112, 116, 119, 1934; 11, 14, 30, 1935. 














Léslichkeitsprodukte 
zwischen Strychnin und verschiedenen Phenolen. 
(Ein Beitrag zu den Beziehungen zwischen chemischer Konstitution und 
biochemischer Wirkung.) 
Von 
Richard Labes und Fu-hua Lii. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Jena.) 
(Eingegangen am 22, April 1936.) 


Mit | Abbildung im Text. 


In der Arbeit von Labes und Breitenstein' hat sich gezeigt, dali 
eine ganze Anzahl von Phenolen mit vielen basischen Stickstoffverbin- 
dungen schwer lésliche Verbindungen eingehen, die entweder aus dem 
Losungsgemisch beider Reaktionspartner auskristallisieren oder nach 
vorangegangener Triibung (Opaleszenz) sich in Form von Trépfchen 
oder amorphem Staub aus der Loésung ausscheiden. Die Reaktionen 
hangen von den Konzentrationsverhaltnissen ab und gehorchen dem 
Massenwirkungsgesetz nach Art der Léslichkeitsprodukte der Partner- 
konzentrationen. 

Dabei zeigte sich eine ausgesprochene Beziehung zwischen chemische) 
Konstitution und der Wechselwirkung zwischen den verschiedenen 
Phenolderivaten und den verschiedenen Stickstoffverbindungen. D. h. je 
yroBer die Zahl von hydroephoben (lipoiden) Substituenten des Phenols 
oder der entsprechenden Stickstoffbase war, bei desto héheren Ver- 
diinnungen der Reaktionspartner kam die Reaktion noch zustande. 
Mit anderen Worten, die Langmuirschen Haftgesetze, nach denen hydro- 
phile Elemente eines chemischen Stoffes sich an ebenfalls hydrophile 
Elemente eines anderen Stoffes anzuheften streben, und umgekehrt 
hydrophobe Elemente eines Stoffes sich an hydrophobe Elemente de~ 
anderen anheften, gelten auch hier auf dem Gebiete molekulardisperser 
Korper. 

Durch frithere Arbeiten von Schiillerund Labes [l.c.in 1], hatte sich 
diese Giiltigkeit der Langmuirschen Haftgesetze fiir die Beziehungen 
zwischen Konstitution und pharmakologischer und chemischer Wechsel- 
wirkung auch auf kolloidchemischen und kompleachemischen Gebieten 
vezeigt. Bei diesen Wirkungen zwischen Phenolen und_ Stickstoff- 
verbindungen kam zu dem physikalischen Moment der Langmuirschen 
Haftgesetze noch ein neues chemisches Moment hinzu. namlich die 


' Labes, sowie Labes u. Breitenstein, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 


I 255, 1984; 175, 372, 1934. 
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Affinitat zwischen den sauren phenolischen Hydroxyl- und den basischen 


Stickstoffgruppen, welche auch wahrscheinlich bei der Bildung léslicher 
Komplexe sich oft betatigt. Die Phenol-Basenreaktion reicht teilweise 
bis zu Verdiinnungen, die den pharmakologisch wirksamen Konzentra- 
tionen im Tierkorper nahekommen. Ferner erlaubt die Methodik 
wahrscheinlich auBer der Bedeutung des phenolischen Hydroxyles und 
gewisser Stickstoffgruppen auch die Rolle anderer spezifisch eingestelltet 
Gruppen fiir das Zustandekommen von Additionsreaktionen im Tier- 
kérper zu ermitteln. 


In dieser Arbeit soll gezeigt werden, dal diese Phenol-Basen- 
reaktion nicht nur bei einfachen Stickstoffverbindungen wie Pyridin, 
Chinolin, Antipyrin und Pyramidon zustande kommt, sondern auch bei 
Alkaloiden. Hier ist als Beispiel das Strychnin herausgegriffen, das mit 
den verschiedensten Phenolderivaten in Reaktion tritt. Die quanti- 
tativen Verhaltnisse (und Léslichkeitsprodukte) entsprechen auch hier 
ziemlich weitgehend der Langmuirschen Haftregel, und die Pikrinsiéiure- 
Alkaloidreaktion scheint nur ein Spezialfall einer Phenol-Alkaloid- 
reaktion zu sein. 

I. Versuchstechnik. 
a) Theoretische Grundlagen der Ve rsuchsanordnung und die Wahi d 
qeeigneten Wasserstoffionenkonzentration, 

Bringt man eine geniigend konzentrierte wasserige Losung eines 
Phenols mit einer ebenfalls geniigend konzentrierten Lésung einer 
wirksamen Base (Strychnin) zusammen, so bildet sich ein amorphe: 
oder kristalliner Niederschlag einer Phenol-Basenverbindung. Verdiinnt 
man das Reaktionsgemisch immer mehr mit destilliertem Wasser, so 
daB die molare Gesamtkonzentration Gp, des Phenols und die molare 
Gesamtkonzentration Gy der Stickstoffverbindung immer kleiner wird 
so list sich der Niederschlag wieder auf. Der Niederschlag erscheint aber 
sofort wieder, wenn man durch Phenol- oder Basenzusatz die Gesamt- 
konzentration Gp, bzw. Gy geniigend erhdht. 

Die unlésliche Phenol-Basenverbindung lést sich auch dann wieder aut, 
wenn man so viel Kalilauge zusetzt, dafi das betreffende Phenol nicht in 
undissoziierter Form vorliegt, sondern als Phenolsalz bzw. Phenolanion. 
Neutralisiert man die zugesetzte Kalilauge mit HCl, so fallt der Niederschlag 
wieder aus. Fiir die Reaktionsfahigkeit des Phenols mit der Stickstott- 
verbindung ist es im allgemeinen giinstig, wenn das Phenol in Form de 
undissoziierten Saéure vorliegt; d.h. es kommt auf die Konzentration 
Dp,,,, -@py, des undissoziierten Phenols an. Dabei bezeichnen wir mit 1p), . 
den Dissoziationsgrad, und mit Dp, den Dissoziationsrest des betreffenden 
Phenols, der sich nach der Gleichung 

Kpp {H* 


Dpy, lg re i una D py, (I 
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(Ein Beitrag zu den Beziehungen zwischen chemischer Konstitution und 
biochemischer Wirkung.) 
Von 
Richard Labes und Fu-hua Lii. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Jena.) 
(Eingegangen am 22. April 1956.) 


Mit | Abbildung im Text. 


In der Arbeit von Labes und Breitenstein' hat sich gezeigt, dal 
eine ganze Anzahl von Phenolen mit vielen basischen Stickstoffverbin- 
dungen schwer lésliche Verbindungen eingehen, die entweder aus dem 
Losungsgemisch beider Reaktionspartner auskristallisieren oder nach 
vorangegangener Triibung (Opaleszenz) sich in Form von Trépfchen 
oder amorphem Staub aus der Losung ausscheiden. Die Reaktionen 
hangen von den Konzentrationsverhaltnissen ab und gehorchen dem 
Massenwirkungsgesetz nach Art der Léslichkeitsprodukte der Partner- 
konzentrationen. 

Dabei zeigte sich eine ausgesprochene Beziehung zwischen chemische) 
Konstitution und der Wechselwirkung zwischen den verschiedenen 
Phenolderivaten und den verschiedenen Stickstoffverbindungen. D.h. je 
yroBer die Zahl von hydrophoben (lipoiden) Substituenten des Phenols 
oder der entsprechenden Stickstoffbase war, bei desto héheren Ver- 
diinnungen der Reaktionspartner kam die Reaktion noch zustande. 
Mit anderen Worten, die Langmuirschen Haftgesetze, nach denen hydro- 
phile Elemente eines chemischen Stoffes sich an ebenfalls hydrophile 
Elemente eines anderen Stoffes anzuheften streben, und umgekehrt 
hydrophobe Elemente eines Stoffes sich an hydrophobe Elemente de- 
anderen anheften, gelten auch hier auf dem Gebiete molekulardisperser 
Korper. 

Durch friihere Arbeiten von Schillerund Labes [l.c.in 1], hatte sich 
diese Giiltigkeit der Langmuirschen Haftgesetze fiir die Beziehungen 
zwischen Konstitution und pharmakologischer und chemischer Wechsel- 
wirkung auch auf kolloidchemischen und komplexchemischen Gebieten 
vezeigt. Bei diesen Wirkungen zwischen Phenolen und_ Stickstoff- 
verbindungen kam zu dem physikalischen Moment der Langmuirschen 
Haftgesetze noch ein neues chemisches Moment hinzu. namlich die 


' Labes, sowie Labes u. Breitenstem, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 


174, 255, 1984; 175, 372, 1934. 
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Affinitat zwischen den sauren phenolischen Hydroxyl- und den basischen 
Stickstoffgruppen, welche auch wahrscheinlich bei der Bildung léslicher 
Komplexe sich oft betatigt. Die Phenol-Basenreaktion reicht teilweise 
bis zu Verdiinnungen, die den pharmakologisch wirksamen Konzentra- 
tionen im Tierkérper nahekommen. Ferner erlaubt die Methodik 
wahrscheinlich auBer der Bedeutung des phenolischen Hydroxyles und 
gewisser Stickstoffgruppen auch die Rolle anderer spezifisch eingestelltet 
Gruppen fiir das Zustandekommen von Additionsreaktionen im Tier- 
kérper zu ermitteln. 

In dieser Arbeit soll gezeigt werden, dali} diese Phenol-Basen- 
reaktion nicht nur bei einfachen Stickstoffverbindungen wie Pyridin, 
Chinolin, Antipyrin und Pyramidon zustande kommt, sondern auch bei 
Alkaloiden. Hier ist als Beispiel das Strychnin herausgegriffen, das mit 
den verschiedensten Phenolderivaten in Reaktion tritt. Die quanti- 
tativen Verhaltnisse (und Léslichkeitsprodukte) entsprechen auch hier 
ziemlich weitgehend der Langmuirschen Haftregel, und die Pikrinsaure- 
Alkaloidreaktion scheint nur ein Spezialfall einer Phenol-Alkaloid- 
reaktion zu sein. 

I. Versuchstechnik. 
a) Theoretische Grundlagen der Versuchsanordnung und die Wahi d: 
geeiqgneten Wasserstoffionenkonzentration, 

Bringt man eine geniigend konzentrierte wasserige LOsung eines 
Phenols mit einer ebenfalls geniigend konzentrierten Lésung einer 
wirksamen Base (Strychnin) zusammen, so bildet sich ein amorphe: 
oder kristalliner Niederschlag einer Phenol-Basenverbindung. Verdiinnt 
man das Reaktionsgemisch immer mehr mit destilliertem Wasser, so 
daB die molare Gesamtkonzentration Gp, des Phenols und die molare 
Gesamtkonzentration Gy der Stickstoffverbindung immer kleiner wird 
so list sich der Niederschlag wieder auf. Der Niederschlag erscheint aber 
sofort wieder, wenn man durch Phenol- oder Basenzusatz die Gesamt 
konzentration Gp, bzw. Gy gentigend erhoht. 

Die unlésliche Phenol-Basenverbindung lést sich auch dann wieder aut, 
wenn man so viel Kalilauge zusetzt, da®B das betreffende Phenol nicht in 
undissoziierter Form vorliegt, sondern als Phenolsalz bzw. Phenolanion. 
Neutralisiert man die zugesetzte Kalilauge mit HCl, so fallt der Niederschlag 
wieder aus. Fiir die Reaktionsfahigkeit des Phenols mit der Stickstoftf- 
verbindung ist es im allgemeinen giinstig, wenn das Phenol in Form de 
undissoziierten Séure vorliegt; d.h. es kommt aut die Konzentration 
Dpy,,, «py des undissoziierten Phenols an. Dabei bezeichnen wir mit Dpy . 
den Dissoziationsgrad, und mit Dp, den Dissoziationsrest des betreffenden 
Phenols, der sich nach der Gleichung 


pn (H*] 
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aus der Wasserstoffionenkonzentration [H+] und der Sauredissoziations- 
konstante kp, des betreffenden Phenols errechnen 1aBt. 


Ebenso wie durch Alkalizusatz la8t sich die unlésliche Verbindung aus 
Phenol und Base trennen, wenn man geniigend HCl zusetzt, so daBs die 
undissoziierte Base durch Anlagerung von H*+-lonen an den dreiwertigen 
Stickstoff sich in ein Kation verwandelt. Fiir die Reaktionsfahigkeit der 
Base kommt es hier in diesem Beispiel wie meist darauf an, daB sie in 
moéglichst undissoziierter basischer Form vorliegt; mit anderen Worten, die 
Konzentration Dy, .Gy der undissoziierten Base muB méglichst groB sein. 
Ist ky die Basendissoziationskonstante der betreffenden Stickstoffver- 


bindung (fiir Strychnin hat sie den Wert ky = 1.10~°, s. Kolthoff'), 
hy |H*]. [OH] die Dissoziationskonstante des Wassers, so ist hy : ky 


die auf die Wasserstoffionenkonzentration bezogene reziproke Basen- 
dissoziationskonstante. Der Dissoziationsgrad der Stickstoffverbindung Dy ,, 
bzw. ihr Dissoziationsrest Dy, haben dann den Wert 


hy 
[H*] 
Dy q * und Dx, = 7 
W ' We 
+ [H*] + 
ky hy 


(11) 
(Ht) 


Die Reaktion laBt sich nach dem Massenwirkungsgesctz behandeln: 
Kin Molekiil der schwer léslichen Phenol-Basenverbindung sei ent- 
standen aus dem Zusammentritt einer Anzahl von ),,,, Phenolmolekiilen 
und %py,~ Phenolionen mit einer Anzahl von ny, von Molekiilen der 
Stickstoffbase und von ny, von Kationen der Stickstoffbase. Bezeichnet 
man die molare Konzentration des ungebundenen (dissoziierten + un- 
dissoziierten) Phenols mit gp,, die molare Konzentration der un- 
gebundenen (dissoziierten + undissoziierten) Base mit gy und die 
Konzentration der gelésten Phenol-Basenverbindung mit R, so folgt 


i i n., 
(Dpy 0 : Jpn) I hg " (Dep * Jpn) Phe 


n n 


*(Dyo- Gx) 88° (Dye gen) 86 = FR, (IIT) 


wobei k die Massenwirkungskonstante ist. Ist die Konzentration R 
der gebildeten Phenol-Basenverbindung gréBer als ihre molare Léslich- 
keit A, so fallt der KonzentrationsiiberschuB x = R — / als Nieder- 
schlag aus, und in der iiberstehenden Lésung hat, unabhangig von der 
Gr6éBe dieses Niederschlags, die Konzentration der Verbindung den 
Wert 2. Beim Auftreten des Niederschlags haben wir dann in obiger 
Gleichung die Variable R durch die Konstante / zu ersetzen. Die 
Konstante k.2— Lp ist dann das Léslichkeitsprodukt der Phenol- 


' Kolthoff, diese Zeitschr. 162, 289, 1925. 
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Basenverbindung. Nach einfacher Umformung erhalten wir die Glei- 


chung 
Lp 
is qo bh.g”™N == P IVa 
“ I py, Ix D,, \ 
n en etic: = oe = 
Ai D, ” Dy? , DIP , D.** Dy X*, (1V b) 
n 
ie Mph = Nppe tye und Ny = Nyy + Nya: (1Ve) 
z Das Léslichkeits produkt Lp ist fiir alle [H+] eine konstante GréBe. 
), Die ,,Dissoziationsgréfpe* D, aber hat nach IV b sowie I und II nur 
N bei konstanter [H+] einen konstanten Wert, der sich aber bei Ver- 
a ainderung der [H*] in einer fiir die Molekiil- (mp),,,, und ny,) bzw. Ionen- 
a beteiligung (mp, und vy.) charakteristischer Weise andert. 
Die ungebundenen Konzentrationen der Reaktionspartner in der 

iiber dem Niederschlag tiberstehenden Lésung lassen sich nach folgenden 
n Gleichungen ermitteln 

Jpn = Gpy — Npyp- A — Mpy se und gy = Gy —ny-A—ny-e. (V) 

Ist namlich der molare KonzentrationsiiberschuB der gebildeten Ver- 

bindung #, so fallen pro cem des Reaktionsgemisches x-Millimol der Ver- 
AS bindung aus, in denen %p), . # gebundene Phenol-Molekiile bzw. Tonen und 
t- Nyx . © gebundene Molekiile bzw. Ionen der Stickstoffbase enthalten sind ; 
nN entsprechend betragt der gebundene Konzentrationsanteil an Phenol und 
er der Stickstoffverbindung in der iiberstehenden Lésung n }, . 2 und ny « /. 
et Geht man zu so kleinen Konzentrationen von Gy bzw. Gp, iiber, da nur 
n- noch Niederschlagsspuren auftreten, so ist in der letzten Gleichung x zu 
_ vernachlassigen. 
ie Der Nenner der rechten Seite von Gleichung IVa ist wegen Glei- 
ot chung I und II nur abhangig von der [H+]. Arbeitet man also durch 

Anwendung von Pufferlésungen bei einer konstanten [H+], so verein- 

fachen sich die Gleichungen IVa und V zu VI. 
I) (Gp, — Mp - Zy"Ph. (Gy — ny -4y"N = constyy+) = - : (VI) 

h 

R Die linke Seite ist die GréBe des Konzentrationsproduktes, welche fiir 
h- die benutzte [H+] eine bestimmte Konstante darstellt. Sucht man nun 
T- bei konstanter [H+] zu drei verschiedenen Phenolgesamtkonzentrationen 
er (‘p, die zugehérige, gerade zu dem Auftreten von Niederschlagsspuren 
on nétige Gesamtkonzentration Gy der Stickstoffverbindung, so kann man 
er aus drei zusammengehérigen Wertepaaren Gp, und Gy den Wert 
ie const [H*], die molare Léslichkeit 2 der Phenol-Basenverbindung und 
il das Verhdltnis np, : nx von gebundenem Phenol zu gebundener Stickstoff- 


base ermitteln. Dabei wahlt man am besten fiir np, und ny die kleinsten 
ganzen Zahlen, die dem Verhaltnis mp, : ny geniigen. 
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Mit dem Wert const ;;.; kKennt man die Grofe des Konzentrations- 
produktes fiir diese [H+]. Ermittelt man entsprechend die GroBe des Kon- 
zentrationsproduktes bei anderer |H*], so ist dies gréfer oder kleiner, je 
nachdem der Nenner der rechten Gleichungsseite VI, d. h. die Dissoziations- 
yroBbe D, entsprechend Gleichung [Vb sowie I und II, kleiner oder gréBer 
wird. Nach der Art, wie die GréBe des Nenners mit der |H*] zu- oder 
abnimmt und bei welcher |H*] er sein Maximum hat, kann man dann die 
vesuchten Zahlenverhdltnisse der Lonen- bzw. Molekdlbeteiliqung, da. h. MPH os 
ty, USW., mit einer gewissen Einschrankung ermitteli. 

Es ist namlich, wie man leicht nach Gleichung I und II iibersieht, 
ky * kp, 
k 


n 


Dpy « : Dy « Dpy o : Dy 0? 

d. h. man kann aus der Abhangigkeit des Konzentrationsproduktes von der 
Wasserstoffionenkonzentration nicht unterscheiden, ob je ein Phenolion 
mit je einem Kation der Stickstoffbase zusammentritt oder statt dessen je 
ein Phenolmolekiil mit je einem Molekiil der Base sich verbindet. Ein 
lonenpaar und ein Molekiilpaar liefert ja das gleiche Vereinigungsprodukt. 
Im ersten Falle haftete vor dem Zusammentritt das Wasserstoffion der 
Base an, so da diese als Kation in die Reaktion ging: im zweiten Falle 
wurde der gleiche saure Wasserstoff von dem undissoziierten Phenol in 
das Vereinigungsprodukt hereingebracht und heftete sich nach der 
Reaktion an den Stickstoff der Base an. Da ein lonenpaar der Partner also 
zu demselben Endprodukt fiihrt wie ein Molekiilpaar, kann man den Nenner 
der rechten Cleichungsseite [Va umformen!: 

n 
, 


D, = Dy 


en Np) nw, Ne 
; D,.,” : D yi f Dy N° 
ny» nx Dy o\"Pha "Ne (\ Ta) 

const DpPh. py .(TN¢) 
4 2 N@ 
und aus der Abhangigkeit dieses Nenners von der [H+] nur den Uberschu 
phe ny,, der in ein Molekiil der Phenol-Basenverbindung eintretenden 
Phenolionen iiber die Kationen der Stickstoffverbindungen ermitteln. Ein 
solcher bestehender Uberschu8 negativer Aquivalente miifte dann in dem 
Niederschlag salzartig durch andere positive Ionen, z. B. Natriumionen, der 
Losung gebunden sein. Umgekehrt mii®te ein Uberschuf von ny, —~ py 
Kationen der Stickstoffbase tiber die Phenolanionen im Niederschlag durch 
dritte negative Ionen (Chlorionen, Acetationen, Phosphationen usw.) ge- 
bunden werden. In beiden Fallen, in denen mp, — %y,, nicht gleich Null 
ist, miissen also andere Elektrolyte der Lésung die ionisierte Phenol-Basen- 
verbindung entladen, damit sie als ungeladener Kérper ausfallen kann. Es 
miiBten also Pufferionen in die Reaktion eingreifen und die Reaktion somit 
von der Konzentration des Puffers abhangig werden. 

Im allgemeinen ist aber %p),,,—%y, = Null, und die Reaktion lalt 
sich als beiderseitige Reaktion undissoziierter Phenol- und Basenmolekiile 


1 Bei dieser Umformung betrachtet man die Reaktion soweit als 
méglich als beiderseitige Molekiilreaktion zwischen sauren und basischen 
Molekiilen, denn diese ist in allen Fallen, in denen mp, groBer oder kleiner 
ist als "y, einheitlicher zu behandeln. 
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betrachten. In diesen fast immer zutreffenden Fallen gilt das Gesetz der 
beiderseitigen Molektlreaktion : 


(Dpno* (Gpy — Mp, 4)) FP" - (Dy (Gy— ny: 4)" = Lp (VIIa) 


"Ph nN _ Lp 


(Gpp — py * *) (Gy == uN +4) (VILb) 


Da py 
Dabei bedeutet der Ausdruck VIIb das Konzentrationsprodukt, das fiir 
jede {[H*] einen besonderen konstanten Wert annimmt, und Vila das 
Léslichkeitsprodukt, welches fiir alle [H*] den gleichen Wert aufweist. 

Ist ny gréBer als Np). treten also mehr Basenmolekiile in die Reaktion 
als Phenolmolekiile, so liegt das Optimum der Reaktion (Maximum von 


ip ny e - - P , 
Be . Bo) bzw. der kleinste Wert des Konzentrationsproduktes VIIb 


auf der basischen Seite des |H*|-Bereiches zwischen |H*| und 


WwW 
ky 
[H™| = kpy. Ist %p, groBer als ny, so liegt das Reaktionsoptimum auf der 
sauren Seite dieses [H*]-Bereiches; ist my = Np). so liegt das Optimum in 
der Mitte, die Reaktionsbedingungen sind aber auch an der sauren und der 
basischen Seite des Bereiches relativ giinstig. 

Da mp, meist gréBer oder gleich ist wie ry, haben wir bei der Strychnin- 
Phenolreaktion meist an der sauren Seite des Bereiches (in der Gegend 
{[H*] = kp,) unsere Hauptversuchsreihe angesetzt, da hier wegen der 
relativen Kleinheit des Konzentrationsproduktes die Aussicht bestand, die 
Reaktion bis zu besonders niederen Partnerkonzentrationen untersuchen zu 
kénnen, und darum bei dem héchsten Konzentrationsspielraum die Wahr- 
scheinlichkeit am gr6Bten war, das Verhaltnis np, : %y durch eine méglichst 
groBe Anzahl von Versuchsreihen und Wertepaaren Gp, und (y sicherzu- 
stellen. War das Verhiiltnis p),:%, nicht ganz sicher, so haben wir noch 
in der Mitte des |H*]-Bereiches eine lingere Versuchsreihe angesetzt; war 
namlich %p, = %y, dann mubte in der Mitte des Bereiches die Reaktion eher 
besser gehen als auf der sauren, war %p, groBer als ny und kp, groBer als 
kw:ky, so mubBte die Reaktion in der Mitte des Bereiches wesentlich 
schlechter verlaufen als auf der sauren Seite des [H*]-Bereiches. War das 
Verhaltnis Mp, : Ny in der ersten Hauptversuchsserie bereits sichergestellt, 
so haben wir uns nur durch Stichproben bei anderer [H*] davon iiberzeugt, 
daB die Annahme der beiderseitigen Molekiilreaktion stimmt. 


b) Versuchsanordnung. 


Die zu einer bestimmten Phenol-Gesamtkonzentration Gp, bei 
einer bestimmten [H*] zur Fallung gerade ausreichende Gesamt- 
konzentration Gy des Strychnins wurde folgendermafen in einer Ver- 
suchsreihe bestimmt. 

In jedes Glas einer Reagensglasrethe wurde zunachst eine gleichbleibende 
Menge (meist 1 cem) einer geeigneten Pufferlésung gebracht. Dann kam in 
jedes Reagensglas eine konstante Vorlage des Phenols, z. B. y ccm einer 
zfach molaren Phenollésung. Daraufhin kam in das erste Réhrchen eine 
bestimmte Menge der Lésung der Stickstoffverbindung, in das zweite 
Rohrchen die Halfte davon, und in jedes folgende Réhrehen der Reihe 
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immer halb so viel der Stickstoffverbindung wie in das vorausgehende. Vor 
der Zugabe des Phenols und der Stickstoffverbindung hatten alle Réhrehen 
so viel destilliertes Wasser erhalten, daB schlieBlich nach Zugabe der Stick- 
stoffverbindung das Gesamtfliissigkeitsvolumen in jedem R6éhrehen 10 cem 
betrug. Die Gesamtkonzentration Gp, von Phenol ist natiirlich konstant ; 
die Anzahl Ph der Millimol Phenol betragt Ph = y.z in 10 cem Gesamt- 
volumen, somit ist die Gesamtmolaritat des Phenols Gp, y. 2/10. 

Die Niederschlagsmenge nimmt naturgemaB von Roéhrehen zu Rohrehen 
mit der Halbierung der zugegebenen Strychninmenge ab. SchlieBlich kommt es 
nicht mehr zum Niederschlag, sondern nur noch zu einer Triibung bzw. einer 
Opaleszenz, bis bei weiterer Abnahme des Strychninzusatzes die Réhrchen 
klar bleiben. Im letzten R6hrchen, in dem gerade noch eine Opaleszenz 
beobachtet wird bzw. bei kristallisierenden Phenol-Basenverbindungen nach 
Impfung Kristallspuren aufgetreten sind, haben wir die Konzentration Gy 
von Strychnin vor uns, bei der gerade noch die Lé&slichkeitsgrenze 4 der 
Strychnin-Phenolverbindung tiberschritten ist. 

Im allgemeinen wahlen wir in der ersten Versuchsreihe zur Bestimmung 
des ersten Wertepaares Gp, und Gy die Phenolkonzentration Gp, so hoch 
wie moéglich. Wir wahlen also die Molaritat z der zuzugebenden Phenol- 
losung so hoch, daB wir eine beinahe gesittigte Ausgangslésung von Phenol 
vor uns haben, und geben eine mdéglichst grobe Volumenmenge dieser 
Lésung als konstante Phenolvorlage, meist y = 7 ccm, damit wir bei 1 cem 
Pufferl6sung noch 2 cem fiir die Strychninlésung im ersten Réhrchen zur 
Verfiigung haben. Das zweite Réhrchen enthalt dann 1 eem, das dritte 
0,5cem der gleichen Strychninausgangslésung. In das vierte Réhrchen 
geben wir dann statt 0,25 cem dieser Lésung 2 cem einer achtfach ver- 
diinnten Strychninausgangslésung, das fiinfte erhalt 1 cem dieser achtfach 
verdiinnten Strychninausgangsl6sung usw. 

Ist das betreffende Phenol auBerordentlich schlecht l6éslich, so lésen 
wir das Phenol in aquivalenten Mengen Natronlauge als Natriumsalz. (In 
der Form der Natriumsalze wendeten wir hier nur das Trichlorphenol, die 
Dinitrophenole und die Pikrinséure an.) Ist der gewahlte Puffer geniigend 
stark, so setzt sich das Phenol-Natriumsalz zu dem der betreffenden [H*} 
entsprechenden Bruchteil Dp), zu undissoziiertem Phenol um.  Benutzt 
man statt der einfachen Lésung des betreffenden undissoziierten Phenols 
die Lésung des Natriumsalzes, so muB man in einer Vorversuchsreihe ohne 
Strychnin die héchste Konzentration des Phenolsalzes ermitteln, die bei 
der gewahlten Pufferung noch gerade léslich ist. Das als Base schwer 
lésliche Strychnin haben wir immer als Salz (Strychninnitrat) zugegeben. 
Es setzte sich dann wieder zu dem Bruchteil Dy, undissoziierten Strychnins 


um, der der [H+] des Puffers entsprach. Da das undissoziierte Strychnin 
wesentlich schlechter léslich ist als das Salz, mu man sich besonders bei 
alkalischen Puffern jedesmal in einer Kontrollreihe ohne Phenol iiberzeugen, 
wie hoch man bei dem betreffenden Puffer mit dem Strychninzusatz herauf- 
gehen kann, ohne daB Strychninbase ausfallt. 


Haben wir in der ersten Versuchsreihe mit méglichst hoher Phenol- 
vorlage die zur Gesamtkonzentration Gp, zur Opaleszenz gerade nétige 
Strychnin-Gesamtkonzentration Gy ermittelt, so suchen wir in der 
nichsten Versuchsrethe bei gleicher Pufferung und halbierter Phenol- 
vorlage Gp, (z. B. statt 7cem nur 3,5cem der zfach molaren Phenol- 
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losung) die hier zur Opaleszenz gerade ausreichende Gesamtkonzentra- 
tion Gy. In der dritten Versuchsreihe halbieren wir abermals die Vorlage 
und bestimmen wieder Gy. So halbieren wir von Versuchsreihe zu 
Versuchsreihe die Phenolvorlage und @p,, bis wir schlieBlich zu einer 
Versuchsreihe mit so hoher Phenolverdiinnung kommen, daB selbst mit 
der héchsten Strychnin-Gesamtkonzentration Gy keine Opaleszenz 
mehr zu erzielen ist. 

Vervielfacht sich von Reihe zu Reihe mit jeder Halbierung von Gp, die 
zur Opaleszenz nétige Strychninkonzentration Gy um den gleichen Betrag, so 
haben wir eine unvollstandige Reaktion vor uns, bei der wir in den Glei- 
chungen V, VI und VII / als Abzug von Gp, und Gy vernachlassigen 
kénnen. Betragt die Vervielfachung von Gy das 2'fache bei Halbierung 
von Gp,, d. h. verdoppelt sich jeweilig die Konzentration von Gy bei jeder 
Halbierung des Phenols, so ist Np, = Ny = |, also rp, = 1 Molekiil 
Phenol verbindet sich mit my = 1 Molekiil Strychnin. Vervielfacht sich 
Gy um 2? = 4, so entspricht dieser Vervierfachung von Gy bei Halbierung 
des Phenols eine Verbindung von %p, = 2 Molekiilen Phenol mit ny, = 1 Mo- 
lekiil Strychnin. Die Wertepaare Gp, und Gy aller Versuchsreihen dieser 
Serie bei gleicher [H*] liefern dann alle das gleiche Konzentrationsprodukt 
a a bei dem / als Subtrahend zu vernachlassigen ist. Die in dieser 
Hauptversuchsserie fiir das betreffende Phenol benutzte |H*] ist in der 
Tabelle II und III wiedergegeben, ebenso der Wert des gefundenen Kon- 
zentrationsproduktes, ferner die fiir diese [H*] geltenden Werte Dp, , 
und Dy ,. ; 

Wir priiften dann noch, ob bei anderer [H*] das Konzentrationsprodukt 
den Gesetzen einer Molekiilreaktion Gleichung VIIb entsprechend gréBer 
wurde, d. h. gréBere Partnerkonzentrationen zur Erzielung der Opaleszenz 
notig waren. War dies sichergestellt, so war das fiir alle |H*] geltende 
Léslichkeitsprodukt eindeutig nach Gleichung VIIa definiert und erhalt, 
da 7 als Subtrahent zu vernachlassigen ist, die Form: 


"Ph — 
(Dpno* py) ‘(Dy y+ Gy) = Lp. 


Die errechneten Werte der Léslichkeitsprodukte haben wir ebenfalls in der 
Tabelle II und IIT beigefiigt. 

Nach Logarithmierung erhalten wir 

Npy * log (Dph o »Gpy) + ny: log (Dy, + Gy) = log L p. 

Tragen wir daher auf einer Abszisse mit logarithmischem MaBstab die 
Konzentrationswerte Dp, -Gpy,, undissoziierten Phenols unserer Versuchs- 
reihen ab, auf der Ordinate mit ebenfalls logarithmischem MaBstab dagegen 
die Konzentrationswerte Dy, .Gy undissoziierten Strychnins, die gerade bei 
der entsprechenden Phenolvorlage der Reihe zur Opaleszenz ausreichen, so 
miissen alle fiir ein Phenol ermittelten Wertepaare Dp, .Gp, und Gy . Gy 
auf einer Geraden liegen, die desto steiler gegen die Phenolachse abfallt, je 
groBer Np, gegen Ny ist, vgl. Abb. 1. 

Die verwendeten Puffergemische, mit denen wir die |H*] unserer 
Versuchsserien festlegten, zeigt Tabelle I. In dieser Tabelle sind auch die 
Zusatzmengen des betreffenden Puffergemisches in der betreffenden Ver- 
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suchsserie angegeben. Die Ionenaktivitaten, die bei den relativ hohen 
Puffersalzkonzentrationen die Wasserstoffionenkonzentration etwas gegen- 
iiber dem aus den Dissoziationskonstanten berechneten Werten verschieben, 
haben wir nicht beriicksichtigt. 


Tabelle LI. 





{H+ Pufferlisung aus cia hia 
cem 
5. 10--10 50 com 1 mol. NH; + 50 ccm 1 mol. NH,C] . 1,0 
2610-9 20 ., 1. is. ee ss , 1,0 
L AG-7 200 , 1, KyHPO, + 200 cem 1 mol. 
Se ee eee 2,0 
2,5.10-6 200 , 1, CHs.COONa + 25,0 cem 1 mol. 
CH,COOH + 175,0cem aqua dest. 2.0 
5. 10-6 100. 5. 8 CHsCOONa + 25,0 com 1 mol. 
CH,COOH + 75 cem aqua dest. 1,0 
2. 1g—o 100 , 1 , CH3;COONa + 100 cem 1 mol. 
CHOCO ees 8 es 1,0 
8 .10-5 160, 1, CH,COONa + 64 cem 1 mol. 
CH,COOH + 80 com aqua dest. 1,0 


Gewisse Schwierigkeiten bot es, die Wasserstoffionenkonzentration 

h kp, fiir die Pikrinséureversuchsreihen festzulegen, da hier die [H*| 

kp, = 1,6. 10>! auBerordentlich hoch ist. In dieser Versuchsserie wurde 
als Loésungs- und Auffiilhungsmittel iiberall statt destillierten Wassers 
0,16 mol. HCl benutzt. D.h. das Strychninnitrat wurde in 0,16 mol. HC! 
gelést. Die Pikrinsaéiurestammlésung bestand nicht wie sonst bei kleinerer 
{H*+] aus reinem Natriumpikrat, sondern aus einem Gemisch aus gleichen 
Volumenteilen 0,02 mol. Natriumpikrat und 0,02 mol. Pikrinséure, welches 
mit 0,16 mol. HCl auf die erwiinschte Ausgangskonzentration verdiinnt 
wurde. Es ist namlich bei [H+] = /p, = 1,6. 10°! die Halfte der Pikrin- 
siure als Ion (Natriumsalz), die andere Halfte als undissoziiertes Molekiil 
vorhanden. Da im Gegensatz zu einem Puffergemisch die |H*+] einer HCI- 
Losung bei der Verdiinnung mit destilliertem Wasser abnimmt, wurde hier 
die Auffiillung der Versuchsr6éhrchen auf 10cem nicht mit destilliertem 
Wasser, sondern mit 0,16 mol. HCl vorgenommen. 

II. Versuchsergebnisse. 

Die Hauptversuchsergebnisse und die [H*], bei der die Gesetz- 
maBigkeiten am eingehendsten untersucht wurden, sind an Hand der 
Abb. 1 und der Tabelle IT und II] wiedergegeben. 

Tabelle II und III geben die [H+] wieder, bei der die Reaktion des 
betreffenden Phenols mit. Strychnin bei allen Konzentrationsverhaltnissen 
untersucht wurde, weiter die Dissoziationskonstante /p, des betreffenden 
Phenols, die zu der betreffenden [H+] zugehérigen Dissoziationsreste Dp, , 
und Dy,. Weiter zeigt die Tabelle das fiir das betreffende Phenol bei der 

. - ° y nr y Ny 
betreffenden [H+] ermittelte Konzentrationsprodukt - GN und das 
= i ie oe “ae . . np — 
fiir beliebige [H+] giiltige Léslichkeitsprodukt (Dp), ° . Gp) ‘Ph | (Dph . Gy) 
zwischen dem Strychnin und dem betreffenden Phenol. 
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Tabelle II. 





ion inouniiké - (hee. Ga? 
——— rsuch kpp (He | Dp», ' Dy a Gh, - Gk Phe : J . 
ft No° ™N ) 
Phenol. . . .. . 1,3.10-10 5.10-100,84 1,0 7,5.10—-6 5,2.10-6 
Parakresol* (Para- | 
methylphenol). . 1.10-10 5§.10-10'0,84 1,0 7.8.10-7 6.3 .10-—7 
Parschlorphenol. . 4.10-10 2.10-9 0,83 0,83 1,9.10-7 1,08 . 10-7 
Paranitrophenol . » (68. 10-8 1.10-7 06 0,09 3,.5.10-7 1,1.10-8 
8-Naphthol* . . . 1.10-10 5.10-10084 10 3,1.10-9 2.10-9 


Trichlorphenol 
aa. % 1.10-6 25.10-6 0,714 0,004 8,4. 10-10 1,7.10—12 
* Die Dissoziationskonstanten der betreffenden Phenolderivate sind in den Nachschlags- 
werken nicht gefunden, wir haben sie mit Anniherung dem Wert des unsubstituierten Phenols 
gleichgesetzt. 


Tabelle III. 





sere wnodeatiavin ’ . (Dp,,,,: Gp)! 
it~ aaaciaee es (H*] Dero Dy. | Gy, GX im Y eel 
. No°* ™N) 
y-Dinitrophenol 
(2,5) .....i @.10-6! 5.10—-6 |0,417/0,002;88.10-6 7,3.10—9 
a-Dinitrophenol 
(2,4) ...°. » «|| 8.10-5/] 8.10-5/05 (1,25 ($8.10-¢| 55. 10—10 
.10-4 
Pikrinsaiure (2, 4, 6- 
Trinitrophenol) . 1,6.10-1 1,6.10-1 0,5 6,25 3,1.10-8 96.10—10 
.10-8 


Es seien hier auBerdem noch emige Besonderheiten vermerkt. Bei 
simtlichen starker dissoziierenden Phenolen tritt das Reaktionsprodukt in 
Form von Kristallen auf. Bei Paranitrophenol und «-Dinitrophenol sind 
diese Kristalle schwach gelb bzw. gelb, bei y-Dinitrophenol orange, bei der 
Pikrinsaure gelb mit leicht griinlichem Schimmer. Die Kristalle der Tri- 
chlorphenol-Strychninverbindung waren farblos. Das Trichlorphenol nimmt 
insofern eine Ubergangsstellung zu den spater zu beschreibenden Phenolen 
ein, als bei niederen Trichlorphenolkonzentrationen sich ohne voraus- 
gehende Opaleszenz nur Kristalle bilden. Bei héherer Trichlorphenol- 


konzentration aber zeigt sich die Reaktion (bei [H*] 2.5. 107°) erst in 
Form einer Opaleszenz bzw. Triibung und erst nach langer Wartezeit ent- 
wickeln sich aus den Tropfechen Kristalle. Bei [H*] = 1. 1077 dagegen 


kristallisiert die Strychnin-Trichlorphenolverbindung auch bei hoherer 
Trichlorphenolkonzentration viel schneller. Die anderen schwacher disso- 
ziierenden Phenole liefern keine Kristalle, sondern nur Trépfehen, die sich 
an der Reaktionsgrenze als Opaleszenz bemerkbar machen. Diese schwach 
dissoziierenden Phenole wurden bei leicht alkalischer Reaktion untersucht. 
Wenn die betreffenden Versuchsreihen mehrere Tage standen, oxydierten 
sich die Phenole allmahlich unter zunehmender Verfarbung, besonders das 
Phenol und noch schneller das /-Naphthol. Sobald diese oxydative Ver- 
farbung bei Naphthol sich starker bemerkbar machte, griff die Opaleszenz 
zu viel niedrigeren Strychninkonzentrationen tiber als vor der Oxydation, 
und sogar die strychninfreie Naphtholkontrolle zeigte nunmehr eine leichte 
16* 
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Opaleszenz. Intolgedessen durfte hier die Opaleszenzgrenze der Reaktion 
nur vor starkerem Einsetzen der Oxydation, also kurz nach Ansetzen de: 
Versuchsreihe, verwertet werden. 


Bei den Dinitrophenolen und der Pikrinsaure sind noch einige besondere 
Beobachtungen bemerkenswert. In den ersten Réhrechen der Versuchs 
reihen, in denen der Strychninzusatz viel héher war als bei der Kristalli- 
sationsgrenze, fielen derart reichlich Kristalle der Phenol—Strychnin- 
verbindung aus, da’ nur noch ein kleiner Bruchteil der gefarbten Dinitro 
baw. Trinitroverbindung in Lésung blieb und die Lésung mehr oder wenige 
stark entfarbt wurde. Die Konzentration (Gp, — %p, . “), vgl. Gleichung V. 
der iiber den Kristallen iiberstehenden Lésung lie sich durch Vergleich 
mit der Farbung einer strychninfreien Kontrollreihe mit fallenden Kon- 
zentrationen des gleichen nitrierten Phenols bei gleicher [H+] ermitteln. 
Da die Gesamtkonzentration des Strychnins Gy durch das Auskristallisieren 
der Strychnin— Phenolverbindung entsprechend auf den Wert Gy —- ny . 4 
verkleinert war, konnte man nun das Produkt der noch freien Konzentra- 
tionen beider Partner 


. ; .\ "Ph y \"N 
(Gp, — Upp - ”) (Gy — ny - 2) 


ermitteln, welches den aufgetretenen Kristallen das Loésungsgleichgewicht 
hielt. Diese so ermittelten Werte dieser Produkte glichen mit befriedigende 
Genauigkeit den Werten i a", die an der Kristallisationsgrenze er- 
rechnet wurden. Diese Farbabschwachung des betreffenden Phenols durch 
hohe Alkaloidzusatze wirft vielleicht ein gewisses Licht auf den Farbfehle: 
mancher anderer Indikatoren. Wir haben iibrigens auch eine Fallungs 
reaktion zwischen Strychnin und Phenolphthalein festgestellt, das ebenfalls 
phenolische Hydroxyle enthalt und bei geniigend Strychninzusatz eine ent- 
sprechende Entfarbung anzeigt. Fiir diese Reaktion zwischen Strychnin 
und Phenolphthalein sind entsprechend dem groBen Reichtum des Phenol- 
phthaleins an hydrophoben Haftgruppen ganz besonders grobe Ver- 
diinnungen des Partners ausreichend. 


Vergleichen wir die Léslichkeitsprodukte der verschiedenen Phenole 
mit dem Strychnin in der Tabelle I] untereinander, so sieht man ohne 
weiteres, daB sie mit der Zahl der hydrophoben Substituenten des be- 
treffenden Phenols immer kleiner wurden. Dasselbe sieht man beim 
Vergleichen der Phenole in der Tabelle III. Noch auffallender wird der 
Unterschied, wenn wir die Kurven der Abb. 1 vergleichen. Hier sehen 
wir, daB mit der Zahl und dem Hydrophobiegrad der Langmuirschen 
Haftgruppen die Reaktionskurven immer mehr nach rechts und oben 
riicken, d. h. die Reaktionen bei immer héheren Verdiinnungen der Partner 
noch zustande kommen. Nur insofern besteht ein Unterschied zu den 
friiheren kolloidchemischen Untersuchungen an Serumalbumin und 
Casein, als hier ein Nitrosubstituent etwas starker wirkt als ein Chlor- 
substituent, und zwei Nitrogruppen ungefahr so stark wirken wie drei 
Chlorsubstituenten. Bei drei Nitrogruppen (Pikrinsadure) ist schlieBlich 
die Haftfaihigkeit an das Strychnin gewaltig verstarkt. Die Pikrin- 
séurekurve liegt so weit nach oben verschoben, daB wir, um sie auf die 





ction 
A det 


dere 
ichs- 
talli- 
nin - 
itro 

1iger 
zv, 
leich 
Xon- 
teln. 
eren 


N oa 
itra- 


richt 
nde 
> er- 
urch 
shler 
ngs 
falls 
ent - 
hnin 
nol- 


Ver- 


nole 
yhne 

be- 
elm 

det 
‘hen 
‘hen 
yben 
‘tner 
den 
und 
ilor- 
drei 
lich 
‘rin- 
die 








Loslichkeitsprodukte zwischen Strychnin usw. 243 


Abbildung zu bringen, an der punktierten Linie einige Zehnerpotenzen 
fiir Dy . Gy tiberspringen muBten. 


) 
S 


Bei den Prikrinsaéureversuchen bei [H+] = 1,6. 107! hatten wir streng 
genommen beriicksichtigen miissen, dai die zweite Stickstoffgruppe des 
Strychnins bei diesem Sauregrad auch merklich dissoziiert. Obwohl wir 
diese zweite Dissoziationskonstante bei der Berechnung des Dissoziations- 
restes vernachlassigten, fanden wir trotzdem das gleiche Léslichkeitsprodukt 
wie bei [H+] = 2.10-5. Ob bei dieser [H+] = 1,6.107-' anorganische 
Anionen das Kationaqui- 
valent der zweiten Disso- 
ziationsstufe binden (vgl. 
die Beobachtungen bei 
[soamylaminchlorid, La- 
bes, l.e. S. 1) oder anders- 
artige | Komplexreakti- 
onen, zu denen die Nitro- 
kérper nach den Ver- 
suchen von Pfeiffer! 
hefahigt sind, sich hier 
uberlagern, ist noch 
unklar. Die Polvnitro- 
phenole fallen jedenfalls 





yvegeniiber den anderen 
Phenolen durch ihr Ver- 
haltnis tp) : My 1 auf. 
Sehr bemerkenswert sind 
in dieser Hinsicht die Ver- 
suche von Hertel?. Dieser 
unterschied bei dei 
Wechselwirkung zwischen 
Anilinderivaten und Ni- 
trophenolen zwischen 
Molekilverbindungen 
erster Art, die auf der 
Affinitat zwischen der 








basischen Anilingruppe ~— Op, Sp, 

und der sauren Phenol- Abb.1 gibt als Ordinate die Konzentration Dy ,, . Gy 

svruppe beruhen, und an undissoziiertem Strychnin wieder, welche not- 
Molekiilverbindungen wendig ist, um mit einer bestimmten, als Abszissen- 


. : ° wert aufgetragenen Konzentration Dp),. tp 
zweiter Art, die auf der ; ocr Pho: “Ph 
undissoziierte Phenole gerade noch sichtbar zu 


Komplexaffinitat des ni- reagieren (Opaleszenz- oder Kristallisationsgrenze). 
trierten Benzolringes be- Diese Konzentrationswertepaare Dy,.Gyx und 
ruhen. Hertel konnte die Ppho- pp der undissoziierten Partner gelten fiir 
Umwandlungspunkte von jede {H+}. Die zugehérige, zur Reaktion niitige 


Gesamtkonzentration Gp) von Phenol und Gy, kann 
man fiir jede [H*| berechnen, wenn man die an- 
gegebenen Werte Dy 9. @x bzw. Ppp, . pp dureh 
die Werte der Dissoziationsreste Dp,, und Dy, 
dividiert, die fiir die betreffende {H+} gelten. Am 

' Pfeifer, Organische eingehendsten und in einer gréferen Versuchsserie 
Molekiilverbindungen. = oe hier a a DN ¢- GN 
, a : z und Dp,,.@pp aber fiir jedes enol bei einer 
’ orleg Mnke, Stuttgart. mel He ermittelt, die in der Tabelle II und 
~ * Hertel, Ber. d. Deutsch. III zusammen mit dem zugehiérigen Dp), und Dy, 
chem. Ges. 57, 1559, 1924. angegeben ist. ‘ : 


Verbindung erster Art zu 
Verbindung zweiter Art 
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ziemlich deutlich an dem Farbumschlag (meist von gelb nach rot) er 
kennen. Nach der Hertelschen Einteilung scheinen unsere Léslichkeits- 
produkte bei allen anderen nicht nitrierten Phenolen eindeutig in die Ver- 
bindungen erster Art zu fallen. Das Strychnin und die friiher untersuchten 
Stickstoffpartner, bei denen der Stickstoff meist im Ring sitzt, zeichnen 
sich aber nach den Versuchen von Labes (1. ¢. S. 1) durch viel héhere Affinitat 
zu den Phenolen aus als das Anilin; denn das Anilin reagiert fast nur mit 
einer beinahe gesattigten Lésung der nicht nitrierten Phenole, so @als 
Léslichkeitsprodukte mit dem Anilin kaum zu fassen sind. Bei den Reak- 
tionen des Stryehnins mit den héher nitrierten Phenolen wird ebenfalls die 
Affinitat des phenolischen Hydroxyls zu basischen Gruppen des Strychnins 
im Vordergrunde stehen, aber vielleicht im Sinne der Ubergangszustiande 
von Hertel modifiziert sein. 


Ill. Vergleiche der ermittelten Konstitutionsbeziehungen mit friitheren 
Ergebnissen. 

In der Arbeit von Labes und Jansen! steigerte sich die kolloid- 
chemische Wirksamkeit der Essigsaurederivate auf das Serumalbumin 
mit dem Hydrophohiegrad der Substituenten entsprechend folgender 
ay 
teihe 


Hydroxyl < Methyl ~~ Nitro -— Chlor <— Brom — Jod <— Phenyl. 


Bei den Phenolderivaten nahm die kolloidchemische Wirksamkeit nach 
folgender Reihenfolge zu 
Hydroxyl — Methyl < Nitro << Chlor <— Dinitro — Trinitro <— Trichlor 
Tribrom. 

Je gréBer der kolloidchemische Effekt eines Phenolderivates, zu desto 
groBerer Verdiinnung reichte der eben noch nachweisbare Effekt auf 
das Serumalbumin, und zwar stimmten die kolloidchemischen, gerade 
noch wirksamen Verdiinnungen tiberraschend genau mit der gerade 
noch desinfizierenden Verdiinnung des betreffenden Phenols iiberein. 
Die gleichen physikalischen Krafte, die hydrophobe Fetttrépfchen in 
wasserigem Milieu zur Vereinigung zwingen, zwingen auch die Phenol- 
und Essigséurederivate zur Anlagerung an das EiweiB.  D. h. sic 
haften sich desto fester an die in der Nahe des isoelektrischen Punkte- 
hydrophoben EiweiBteilchen, je gréBer der Hydrophobiegrad det 
substituierten Haftgruppen ist. Ebenso steigert die Zahl der hydro- 
phoben Haftgruppen die Anheftung an das EiweiB. So steigern drei 
Chlorgruppen die EiweiSwirkung starker als eine, drei Nitrogruppen 
erhéhen die Haftfahigkeit starker als zwei, ein Phenyl mit sechs Kohlen- 
wasserstoffgruppen steigert die Haftwirkung mehr als ein Methyl! mit 
nur einer Kohlenwasserstoffgruppe. 

Auch bei chemotherapeutisch wirksamen Verbindungen 1laBt sich 
diese Regel wiedererkennen; so geniigte die kolloidchemische Wirkuny 


1 Labes u. Jansen, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 158, 1, 1930. 
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des Germanins und verwandter Stoffe dieser Regel, und auch hier gehen 

die kolloidchemischen Wirkungen bis zu Verdiinnungen. wie sie im 

Tierkérper zur Wirkung benutzt werden (vgl. Labes und Billmann'), 

Der gleichen Regel geniigt die Eiweibwirkung der Chininreihe Chinin 
Eucupin usw. (Labes?). 

Vergleichen wir nun diese Haftreihe mit der Reihenfolge, nach der 
die Phenolderivate mit dem Strychnin reagieren, so finden wir nur eine 
Abweichung insofern, als die Nitrogruppe in ihrer Haftverstarkung 
der Phenole an das Strychnin der Chlorgruppe tiberlegen ist, so dab 
zwei Nitrogruppen etwa der Wirkung von drei Chlorsubstituenten 
gleichkommen, wahrend drei Nitrogruppen (Pikrinséure) drei Chlor- 
substituenten weit tiberlegen sind. Sonst entspricht die Reihenfolge 
der Phenolwirksamkeit auf das Strychnin weitgehend den kolloidchemischen 
Haftregeln. So ist das Parakresol, das eine Kohlenwasserstoffgruppe 
mehr enthalt als das Phenol, starker wirksam als das Phenol, und das 
Naphthol, das um vier Kohlenwasserstoffgruppen reicher ist als das 
Phenol, ist wieder dem Kresol iiberlegen. Das Phenolphthalein — mit 
noch weit vermehrter Zahl an Kohlenwasserstoffhaftgruppen — scheint 
nach hier nicht wiedergegebenen Versuchen noch weit starker mit 
Strychnin zu reagieren als das Naphthol. 

Das Parachlorphenol ist starker wirksam als Parakresol, ent- 
sprechend dem gréBeren Hydrophobiegrad eines Chlorsubstituenten 
gegeniiber einem Methyl. So zeigen auch hier die Versuche in molekular- 
dispersem System ebenso wie die Versuche in kolloidem System die 
auBerordentliche Bedeutung der Langmuirschen Haftregel. 

Dazu kommt aber noch die spezifisch chemische Affinitat zwischen 
dem sauren Wasserstoff des phenolischen Hydroxyls und den basischen 
Gruppen des Strychnins. Entfernt man namlich durch KOH-Zusatz 
im Reaktionsgemisch diesen Phenolwasserstoff, so lost sich das gebildete 
Reaktionsprodukt sofort wieder auf. Sattigt man umgekehrt durch 
gentigend Salzsdurezusatz die basische Gruppe des Strychnins mit 
Wasserstoffionen ab, so hért die Affinitat des Strychnins zur sauren 
Gruppe des Phenols ebenfalls auf und das vorher ausgefallene Reaktions- 
produkt geht in Lésung. Es entspricht also die Strychnin-Phenol- 
reaktion weitgehend den friiher untersuchten Phenolreaktionen 
zwischen einfachen Stickstoffverbindungen, bei denen damals auch 
die Frage angeschnitten wurde, welche Art Stickstoffgruppierungen 
fiir diese Reaktion giinstig sind (Labes, l.c.S.1). Hier bei Strvchnin 
sind die Léslichkeitsprodukte nur viel kleiner, d. h. die Reaktion 
reicht bis zu viel staérkeren Verdiinnungen, entsprechend dem viel 
gréBeren Reichtum des Strychnins an hydrophoben Haftgruppen. 

' Labes u. Billmann, diese Zeitschr. 274, 75, 1934. * Labes, Pfliigers 
Arch. 186, 98, 1921. 
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Entsprechend wie in der friiheren Arbeit haben wir uns auch hier die 
Frage vorgelegt, ob die Affinitaét des Strychnins zu phenolischen Gruppen 
nicht auch zur Bildung léslicher Komplexe mit Salzen von Sauren fiihrt, 
welche phenolische Hydroxyle tragen. Nach Vorversuchen liegen hierfiir 
gewisse Anhaltspunkte vor; unter bestimmten Konzentrationsbedingungen 
scheint namlich sowohl die Salicylséure als auch die Brenzeatechindisulfo- 
siure in Form der Natriumsalze die Léslichkeit der Strychninbase zu 
steigern. Bei héheren Konzentrationen aber begiimstigen diese Salze an- 
scheinend die Ausfallung, so daB sich vielleicht hier der Reaktion mit 
schwach saurem phenolischem Hydroxyl! noch eine weitere Reaktion mit der 
stark sauren Carboxylgruppe usw. tberlagert. 

Die genannten Wechselwirkungen mit dem Phenolderivat inte- 
ressieren uns auBer den bisher erwahnten konstitutionschemischen, 
kolloidchemischen und chemo-therapeutischen GesetzmaBigkeiten usw. 
noch aus zwei weiteren Griinden: 

Erstens: Vielleicht laBt sich bei weiterer planmaBiger Untersuchung 
ein relativ ungiftiges Phenolderivat mit so hoher Alkaloidaffinitat finden, 
dafs man ein solches Phenol zur Alkaloidentgiftung im Tierkérper verwenden 
konnte, oder umgekehrt ungiftige Basen zur Phenolentgiftung heranziehen 
kann. Zweitens: Die Wechselwirkungen zwischen Phenolen und vielen 
Alkaloiden reichen bis in die Gr6Benordnung der Alkaloidverdiinnungen 
hinunter, die im Tierversuch gerade noch giftig oder therapeutisch wirken. 
Dies legt die Vermutung nahe, daB die pharmakologische Wirkung im Tier- 
kérper zum Teil mit der Beschlagnahme irgendwelcher physiologisch wirk- 
samer phenolischer oder dhnlicher Gruppen von der Art des Tyrosins, Adre- 
nalins usw. zusammenhangt, deren Funktionen damit in andere Bahnen 
veleitet werden. 

Dafi die physiologische und toxikologische Erregungswirkung solcher 
phenolischer Chinonbildner zam groBen Teil auf ihrer Fahigkeit beruht, 
abwechselnd als Wasserstoffdonatoren und -Akzeptoren Co-fermentartig die 
Atmungsvorgange anzufachen, zeigen Untersuchungen von Labes mit 
Hydrochinon! und Adrenalin?. Diese Arbeiten erklarten auch chemisch die 
viel schnellere Wirksamkeit des schnelleren Chinonbildners Adrenalin 
vegeniiber der langsameren Wirkung des trageren Chinonbildners Sympatol, 
und machen die Ergebnisse von Gremels® verstandlich, nach denen das 
Adrenalin die Sauerstoffatmung des Herzens viel mehr steigert als das 
Svmpatol. 

Eine Beschlagnahme phenolischer Co-Fermente des Organismus durch 
Alkaloide miiBte also in den von den Alkaloiden betroffenen Organen sich 
pharmakologisch im Sinne einer partiellen Erstickung gewisser Atmungs- 
funktionen aéuBern. Dies scheint bei den krampferregenden Alkaloiden 
vielleicht zundichst paradox, weil man dann die Krampfe gewissermaben 
als Erstickungskrampfe auffassen mite. Fir eine Art Erstickung kénnte 
sprechen, da Sauerstoffatmung die Strychninkrampfe mildert, sowie noch 
nicht abgeschlossene Versuche von Labes an dekapitierten Katzen, nach 
denen unterschwellige Blausaéuregaben die Tiere gegen stickstoffhaltige 
Krampfgifte sensibilisierten. Vorlaufig ist die Frage, ob und wie weit die 


' Labes, Arch. f. exper. Pharm. u. Path. 189, 120, 1929. a Der- 
selbe, ebenda 127, 148, 1927. — * Gremels, Verh. d. Deutsch. pharmakol. 


Ges. 1936; Arch. f. exper. Pharm. u. Path. 8. 165. 
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krampferregenden Alkaloide in die Atmung des Zentralnervensystems ein- 
greifen, noch im Anfangszustand. Besser scheint das Chinin, das nach 
ebenfalls noch unver6ffentlichten Versuchen stark Phenole bindet, zu einem 
solchen Mechanismus der Beschlagnahme Co-fermentahnlicher Phenole zu 
passen. Es senkt bekanntermaBen Stoffwechsel und Atmung, und verhindert 
auch im Reagensglas die Oxydation des phenolischen Guajakharzes durch 
Hamatin. Hieriiber sind Versuche im Gange. 


Zusammenfassung. 


Strychnin gibt mit einer groBen Anzahl untersuchter Phenolderivate 
schwerlésliche Reaktionsprodukte, die dem Massenwirkungsgesetz 
folgen, und deren Léslichkeitsprodukte ermittelt werden konnten. 

Die Léslichkeitsprodukte werden von Phenolderivat zu Phenol- 
derivat desto kleiner, d.h. die Reaktion reicht bis zu desto gréBeren 
Verdiinnungen, je mehr hydrophobe Haftgruppen in dem Phenolderivat 
substituiert sind. Es wirken offenbar auch bei diesen chemischen Kon- 
stitutionsgesetzen, ebenso wie bei kolloidchemischen, desinfizierenden und 
teilweise auch bei chemo-therapeutischen Vorgangen die Langmuir schen 
Haftkrdfte mit: sie werden hier nur noch durch die chemische Affinitat 
des sauren phenolischen H ydroxyls zu den basischen Gruppen des Strych- 
nins verstarkt. 

Diese Reaktionen von Alkaloiden mit Phenolen reichen bis zu 
Alkaloidverdiinnungen herunter, die im Tierkérper noch gerade pharma- 
kologisch wirksam sind. Man mu also mit der Méglichkeit rechnen, 
daB auch im tierischen Organismus die Alkaloide solche phenolische 
Gruppen mehr oder weniger beschlagnahmen, welche physiologisch 
zum Teil als Co-Fermente eine betrachtliche Rolle spielen (vgl. Adre- 
nalin usw.). Gewisse Anhaltspunkte scheinen dafiir zu sprechen, dab 
die Beschlagnahme solcher phenolahnlicher Co-Fermente manche pharma- 
kologischen Wirkungen von Alkaloiden verstandlich machen kann. 
Ferner eréffnet die Verfolgung solcher Phenolalkaloidreaktionen die 
Aussicht, wenig giftige aber stark alkaloidbindende Phenolderivate zu 
finden, die fiir eine Alkaloidentgiftung im Tierkérper geeignet sind. 

Der Pikrinsaure-Alkaloidnachweis scheint ein Spezialfall der 
Phenol-Alkaloidreaktion zu sein. Die Versuche scheinen auBerdem die 
Alkaloidfehler mancher Indikatoren verstandlich zu machen. 








Uber die Aktivitat des Kathepsins und der Dipeptidasen in den 
Gieweben der regenerierenden und sich normal entwickelnden 
Leber der Vogel. 

Von 
W.N. Orechowitsch. 

(Aus dem Institut fiir experimentelle Morphogenese in Moskau.) 


(Eingegangen am 24, April 1936.) 


In einer Reihe von Arbeiten [(1) bis (4)] wurde von uns gezeigt, dal 
in den Geweben der regenerierenden Organe von Amphibien wahrend be- 
stimmter Regenerationsstadien eine starke ErhGhung der Aktivitat der 
Gewebeprotease stattfindet im Vergleich zu den nicht regenerierenden 
(normalen) Organen. Diese Steigerung steht im Zusammenhang mit 
gewissen Formungsprozessen des neuen Organs, von dem Moment 
an, wo das Epithelhautchen die Wundoberflache tiberdeckt bis zur vollen 
Differenzierung aller Gewebekomponenten des regenerierenden Organs. 
Nach der vollstandigen Ausbildung des Organs sinkt dann, obwohl das 
Regenerat noch intensiv wachst, die Aktivitaét des Kathepsins und det 
Dipeptidasen bis zu einem Niveau, wie es fiir ein nicht regenerierendes 
Organ charakteristisch ist. Wir miissen daher erwarten, daB in den Fallen, 
wo bei der Regeneration des Organs keine Blastembildung beobachtet 
wird und die Wiederherstellung des Organs in bedeutendem MaBe auf 
fechnung der Steigerung der Wachstumsintensitét der Restgewebe des 
amputierten Organs vor sich geht, auch keine Erhéhung der Aktivitat 
der Gewebeprotease stattfindet. 

Es war daher von Interesse, die Aktivitat des Kathepsins und det 
Dipeptidasen in der regenerierenden Leber von Végeln zu untersuchen, 
da hier keine Blastembildung beobachtet wird und die Wiederherstellung 
des Organs infolge des Wachstums der Restgewebe des amputierten 
Organs erfolgt. Zum Vergleich untersuchten wir die Aktivitat der 
oben genannten Fermente in den Geweben des embryonalen Organs, 
wo dieses schon vollstandig differenziert ist und intensiv wachst. 


Material und Methode. 


Als Versuchsmaterial wurden Tauben im Alter von 10 bis 12 Monaten, 
Hiihner der Leghornrasse, ausgeschliipft am 25. Juni 1935, und Embryonen 
von Tauben und Hiihnern vom zehnten Bruttag an bis zum Ausschliipfen 
verwendet. Bei Tauben und Hiihnern wurde die Leber teilweise amputiert 
und eine bestimmte Zeit nach der Amputation wurde in den Geweben der 
traumatisierten und regenerierenden Leber die Aktivitaét des Kathepsins 
und der Dipeptidasen untersucht. Die Aktivitat dieser Fermente wurde 
auch in den Geweben der Leber von Embryonen verschiedenen Alters und 
erwachsenen Tieren untersucht. 
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Die Priifung erfolgte an sauren Glycerinextrakten aus Lebergewebe. 
Zur Messung der Kathepsinwirkung diente ein Ansatz aus | bis 1,5 cem 
Glycerinextrakt + 2,5ecm 8 °oiger Gelatinelésung + 1 bis 1,5 cem Citrat- 
puffer, py 4,4. Das Gemisch,gwelches sich in einem 10-cem-Kolben befand, 
wurde sorgfaltig durchgeschiittelt und 24 Stunden bei 38°C im Thermo- 
staten aufbewahrt. Die Messung der Dipeptidasewirkung erfolgte genau 
wie in unserer vorausgehenden Mitteilung (4). 


Versuche an Hiihnern. 

Zahlreiche Versuche mit Glycerinextrakten aus den Geweben der 
nicht regenerierenden Leber zeigten, daB die Aktivitat des Kathepsins in 
der Leber der Hiihner ziemlich groBen idividuellen Schwankungen 
unterworfen ist. Die Intensitat der Spaltung der Gelatine durch Ex- 
trakte schwankte von 0,66 bis 1,37 und betrug im Mittel 0.98. 

Die Aktivitat des Kathepsins in der regenerierenden Leber ver- 
andert sich im Vergleich zu der normalen nicht (Tabelle 1); dies gilt 


Tabelle I. Gelatinespaltung durch Glycerinextrakt aus normaler 
und regenerierender Leber von Hiihnern. 
Die Extrakte wurden vor der Bestimmung mit einem Teil Wasser verdiinnt. 
(1,5 cem Extrakt + 2 cem 8 °,ige Gelatinelésung + 1,5 cem Citrat, py 4.4: 
24 Stunden.) 





Gewicht 


mae Gewieht der Leber Gelatinespaltung 
siptapeans | SEI | aay Leber! euetree | “tamer anion ee 
Huhn re. bp oe ta Kontroll- Bs Ae (cem n/20 KOH) Regenerats 
: | tiere Schlachten ng ia ai 
Nr. 1935 g g g normal regeneriert Tage 
34 14. VIII. 4,771 — 12,850 0,76 0,65 12 
4 1. VIII. 2,781 6,176 -— 1,28 1,26 29 
5 L. VEEL. 2,800 7.000 oo 1,23 . _ 
6 4. VII. 2,071 7,990 a 1,4 -- 
7 || 4. VII. | 2,710 7,950 . 0,97 = — 
8 4. VIII. 3,068 - — 1.20 — - 
9 4. VOL. 2,565 — — 0,92 - 
10 8. VIL. 2,795 _ - 0,73 1,30 21 
12 8. VIII. 3,091 — 0,66 a 
15 8. VIII. 2.510 — - 0.95 1,05 21 
EE} 9: WERE. 2,970 8,200 _— 1,09 1,05 19 
22, 9. VIII. 3,370 8.250 ~ 1.19 1,02 19 
23-13, VIII. 3,435 9,265 16,240 — 1,10 14 
25 13. VIII. 3,835 8,415 ~— 0,88 se & 
27 | 13. VIII. 4,855 _— 19,720 0,63 1,20 14 
30:14. VIII. 3,621 9,271 18,975 0,76 0,65 12 
36 15. VIII. 3,860 7,621 — 0,93 — 
37-15. VIII. 3,960 — 17,010 1,18 1,07 10 
39-15, VIII. 5,360 ~- 19,560 1,37 0,92 11 
341 a 8,90 -— 25,590 — 0,98 4 
223 || 4, X. 7,590 oa “= — 0,88 4 


Mittel: 0,98 1.01 
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sogar in den ersten Tagen nach der Amputation, wo im Rest der Leber 
ein stiirmisches Wachstum der Gewebe beobachtet wird. Im Durch- 
schnitt entsprach die Gelatinespaltung durch den Extrakt aus dem 
Regenerat 1,01 cem n/20 KOH. 

Wahrend der Regeneration der Leber verandert sich auch die Akti- 
vitat der Dipeptidasen nicht. Die Spaltung des Glycyl-glycins durch 
Extrakte aus nicht regenerierender Leber schwankte zwischen 0,72 
und 1,84 (s. Tabelle IT) und betrug im Mittel 1,24. Die Glycyl-glycin- 
spaltung durch Extrakt aus Regenerat betrug im Mittel 1,33, wobei in 
allen Fallen (vom 4. bis 28. Tag nach der Amputation der Leber) die 
Aktivitat der Dipeptidasen unverandert blieb (Tabelle IJ). 


Tabelle Il. Glyeylglycinspaltung durch Glycerinextrakt aus 
normaler und regenerierender Leber von Hiihnern. 
Der Extrakt wurde vor-der Bestimmung mit einem Teil Wasser verdiinnt. 
(lcem Extrakt + 8cem Phosphatpuffer, py 7,73 + 50mg Glyeylglycin 
Thymol.) 





Gewicht Phe sronen Panel 
Gewicht Gewicht der Leber Gawiaht — strats durch 
ages des a de Xtrakt aus der Alte 
rier Ztpamkt | ampu. (dF Leber commune der Leber Leber “ies 
Operation fertem Kontron. Tee Kontroil- (com n20 KOH) Reyene- 
teiles sSektion regene- 

Nr. 1935 g g g g mnaee riert Tage 
4 1 ViEE.| 2,781 6,176 - — 1,84 1,35 28 
5 1. VIII.; 2,800 — = _ 1,75 — 
6 4. VIII. 2,071 7,900 - a 1,33 — — 
4 4. VIII. 2,710 7,959 _ 1,37 _ 
S 4. VIII. 3,068 - - 1,33 1.69 25 
9 4. VIL. 2,565 -- — — 1,40 — — 

11 8. VII. | 2,795 _ + - 0,91 1,60 21 
12 8. VIIT. 3,091 — - 0.95 — — 
15 8. VIII. 2.510 -- — 1,44 1,62 21 

17 +9. VIII.; 2,970 8,209 . ~ 1,32 1,21 1 

20 9%. VIII. 4,150 a 1.43 - 

22 9. Vil.; 3,370 8,259 — _ 1,55 1,39 19 

23 | 13. VIIT.| 3,435 9,265 16,240 18,900 -— 1,31 14 

25 | 13. VIII. 3,835 R415 —_ — 1,54 _ - 

27 «13. VIE. = 4,855 -- 19,270 0,72 1,50 14 

30 14. VI. = 3,621 9,271 18,075 16,790 0,80 1,12 12 

3 14. VII. 4.771 — 12,850 a 0,90 0,98 12 

36-15. VIII. = =3,860 7,621 -- — 0,86 — _— 

37) «15. VILL. 3,960 -—— 14,010 17,100 1,12 1,47 10 

39 15. VII. 5,360 — 19,560 16,730 = 1,06 0,92 10 

341 4. xX. 8990 25,500 — - _— 1,36 4 

223 4 X. 7,500 — —_ - — 1,20 4 


Mittel: 1,24 1,33 


In den verschiedenen Entwicklungsstadien des Hiihnerembrycs ist 
die Aktivitat der Gewebeprotease der Leber bedeutenden Veranderungen 
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unterworfen. Beim 13tagigen Embryo ist die Aktivitat des Kathepsins 
um 47 °% geringer als die Aktivitét desselben Ferments in den Geweben 
der Leber des erwachsenen Tieres, aber schon am 15. Bruttag wird dieser 
Unterschied ausgeglichen und von da ab entspricht die Aktivitaét des 
Kathepsins der Leber fast véllig derjenigen der normalen Leber eines 
erwachsenen Tieres. 

Die Aktivitat der Dipeptidasen zeigte dagegen ein Maximum am 
15. Entwicklungstag des Embryos, dem am 19. Tage wieder eine Riick- 
kehr zur Norm und zur Schlupfzeit (21. Tag) ein neuerliches Ansteigen 


folgt (Tabelle ITI). 


Tabelle III. Intensitat der Spaltung von Gelatine und Glycyl- 
glycin durch Glycerinextrakt aus der Leber von Hiihner- 
embryonen. 





Spaltung des Substrats durch Extrakte aus der Leber 
Versuchsansatz 


l2tigiger l3tigiger J5tigiger 19tigiger Sofort nach ok. an 


Embryo Embryo Embryo Embryo dem Schlupf Hihner 
1,5 cem Glycerin- 
extrakt + 1,5 cem 
Citrat, Dy 4,4 a 052 O88 114 082 0,70 0,76 0,98 


+2cem 8 °vige 0,85 1,02 
Gelatinelisung 
mit Thymol 
Leem Glycerin- 
extrakt + 3 ccm 





Phosphatpuffer, 1,11 1,17 (1,61 1,67; 1,238 1,52 1,65 1,24 
Pul.(3 + 50mg /( 1,60 2,15 
Glycylglycin, 
Thymol 


Versuche an Tauben. 

Hinsichtlich des Kathepsins entsprachen unsere Ergebnisse den bei 
Hiihnern erhaltenen. Es zeigte sich, daB die Aktivitat des Kathepsins der 
regenerierenden Leber gleich ist der Aktivitat desselben Ferments in den 
Geweben der nicht regenerierenden Leber (Tabelle IV). Eine kleine, 
aber kaum auBerhalb der individuellen Schwankungen gelegene Ver- 
minderung der Aktivitét des Kathepsins beobachteten wir in den Ge- 
weben der regenerierenden Leber einen Monat nach der Amputation. 

Die Untersuchung der Dipeptidasen der Taubenleber hat iiber- 
raschenderweise erhebliche Unterschiede gegeniiber den Verhaltnissen 
bei Hiithnern gezeigt. Vor allem ist die Aktivitat der Dipeptidasen im 
Lebergewebe der erwachsenen Taube bei verschiedenen Individuen sehr 
konstant, zum Unterschied von den Hiihnern, bei welchen wir grobe 
individuelle Schwankungen beobachteten. AuBerdem steigt die Akti- 
vitét der Dipeptidasen der regenerierenden Leber sehr stark (um 66 
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tle IV. Gelatinespaltung durch Glycerinextrakte aus nicht- 
(normaler) und regenerierender 


Taubenleber. 


Der Extrakt mit einem Teil Wasser verdiinnt. 





Tier 


Nr. 


974 


976 
41 
CH 
411 


a1 


902 


10 
13 


1678 


Zeitpunkt 252 
der. = 52 
Operation © 2$ 
g 
1.5cem Extrakt 
+25 , 8°. ige Gelatine- | 
losung ee ie i 
+ 0,85. Wasser 17. VI.) 1,425 
+0,15, nCH,COOH, | 
pa 32 
Dasselbe 17. VI.| 3,130 
1,25 eem Extrakt | 
+25 , 8% ige Gelatine- , wl ogo 
rn 18. VI. 2,620 
+ 1,25 , Citrat, py 4.4 
Dasselbe 18. VI. 1,820 
; 22. VI. 1,821 
23. VI.) 1,940 
* 23. VI. 2,540 
1 ecm Extrakt | 
+25 8 °vige Gelatine- rtloe 
ae ‘* VI. 2,680 
+1,5 , Citrat, py 4,4 
1.5cem Extrakt | 
+25 , 8%ige Gelatine- 19 44s 
Sater | 1. VET.) 2,443 
+1 Citrat, py 4,4 | 
Dasselbe i: VIL. | 2,876 
fs 6. VII.) 1.720 
1,25 cem Extrakt | | 
+25 ., 8%ige Gelatine- 8. VIL.| 3.620 
losung | . ode 
+ 1,25 , Citrat, py 4,4 





Gewicht der ganzen 


£ 


9,465 


7,435 


6,200 


7,480 
7,380 


Spaltung 
des Substrats 
durch Extrakt Alter 
aus der Leber des 
Regene- 
rats 








nor- 
mal 


regene- 
riert 


0,96 1 Monat 


0,60 |1 , 


0,94 24 Tave 


0.69 
0,72 


0,97 | 1,14 Tage 
084 18 , 
1,04 | 12 , 


0,82 
0,87 


0,82 


bis 87°) im Vergleich zur nicht regenerierenden Leber, wobei die 
erhéhte Aktivitét wahrend einer ziemlich langen Zeitspanne auf dem- 
selben Niveau erhalten bleibt. In unseren Versuchen konnten wir sogar 
einen Monat nach der Amputation der Leber keine Verminderung der 


Aktivitét der Dipeptidasen und Riickkehr zur Norm 
(siehe Tabelle V). 
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Tabelle V. Spaltung des Glyeylglycins durch Glycerinextrakt 

aus regenerierender und nichtregenerierender Leber von Tauben. 

Der Extrakt wurde vor dem Gebrauch mit einem Teil Wasser verdiinnt. 

leem Extrakt + 50mg Glyeylglycin + 3cem Phosphatpuffer, py 7,73 
Thymol. 





Die Intensitat der 
Gewicht der Spaltung des Substrats 


dis nr post lb Leber nach durch — aus der _—_ a 
Operation Lebesteiles | “S* eames | e : a egenerats 
Gon Tases nicht he 
Nr. g g regeneriert "eseneriert 
0) te Vi 3,130 7,435 — 1,16 1 Monat 
974 ee. VE 1,425 9,465 — 1,32 1 a 
C Il 23. VI. 1,940 6.265 — 1,39 24 Tage 
3/1 30. VI. 2,680 = 0.70 ve 
902 lL. Vi 2.443 6.200 0,67 1,37 18 Tage 
10 .. ¥EL 2,876 7,480 0,71 1,25 18 
13 6. VII. 3,720 7,380 — 1,28 12 
148. ‘VIL. 3,100 os 0,80 cs &. 
1678 8. VII. 3,620 — 0,81 _ - 


In der embryonalen Leber der Tauben wie auch der Hiihner beob- 
achten wir wahrend der Entwicklung Veranderungen der Aktivitat des 
Kathepsins und der Dipeptidasen. Bei einem 10-bis l4taégigen Embryo 
ist die Aktivitat der Gewebeprotease bedeutend geringer als die Aktivitat 
derselben Fermente in der Leber von erwachsenen Tieren. Im Moment 
des Schlupfes der Kiicken ist die Aktivitat der Dipeptidasen der Leber 
gleich und die Aktivitat des Kathepsins bedeutend héher als die Akti- 
vitat derselben Fermente in den Geweben der Leber erwachsener Tiere 
(siehe Tabelle VI). 

Tabelle VI. Intensitaét der Spaltung von Gelatine und Glycyl- 


glyein dureh Glycerinextrakt aus der Leber von Tauben- 
embryonen. 





Intensitat der Spaltung des Substrats 
. durch Extrakt aus der Leber 
Versuchsansatz 10- bis 


14 tagige sofort nach erwachsene 
€ 5 


Embryonen dem Schlupf Taube 

leem Extrakt + 2,5ceem 8 %ige Gelatine- | 1,00 1,68 1,06 
losung + 1,5 cem Citrat. py 4,4 | 1,20 
leem Extrakt + 3cem Phosphatpuffer, | 1.06 1,31 1,35 
pa 7.73+50 mg Glycylglycin+Thymol — | 1,60 
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Zur Kenntnis der alkoholischen Gairung 
in dem intakten Fermentsystem der Hefezelle und in 
desorganisierten Zymasesystemen. I. 
Von 
Ragnar Nilsson und Frithiof Alm. 
(Aus der Forschungsgemeinschaft fiir experimentelle Biologie der Universitat 
Stockholm.) 
(Eingegangen am 25, Mai 1936.) 


Mit 12 Abbildungen im Text. 


Bei der alkoholischen Garung, so weit sich dieser ProzeB in der 
intakten Hefezelle abspielt, wird das Zuckermolekiil (von unwesentlichen 
Nebenreaktionen abgesehen) vollstandig zu Alkohol und Kohlensaure 
abgebaut. Wahrend des ganzen Garungsverlaufs entspricht die aus det 
teaktionsmischung verschwundene Zuckermenge in jedem Moment 
quantitativ den gleichzeitig entstandenen Endprodukten Alkohol und 
Kohlensaéure. Es findet also wahrend der normalen Garung keine An- 
haufung von Substanzen statt (von deren intermediérem Auftreten in der 
Zuckerabbaukette wir aus verschiedenen Grinden tiberzeugt sind); um 
dies zu erméglichen, muB das Fermentsystem der lebenden, intakten 
Hefezelle derart organisiert sein, daB die in der Reaktionskette inter- 
mediar auftretenden Produkte von dem Fermentsystem mit derselben 
Geschwindigkeit abgebaut wie gebildet werden. Es muB sozusagen eine 
Fabrikation ,,am laufenden Bande“ sein. 

Um von den Intermediarstufen des normalen Zuckerabbaues bei der 
Garung ein Bild zu erhalten, ist es aber notwendig, den normalen 
Garverlauf in irgendeiner Weise zu stéren, so daB die bei diesem auf- 
tretenden Zwischenprodukte (oder deren Umwandlungsprodukte) zum 
Vorschein kommen. Studien dieser Art kénnen in zweierlei verschiedenen 
tichtungen ausgefiihrt werden, némlich 

1. indem man bei der normalen Gaérung mit frischer Hefe den Gar- 
verlauf stért durch Zugabe von Stoffen, die mit den postulierten Inter- 
mediarprodukten in Reaktion treten, welche in dieser Weise dem weiteren 
Abbau entzogen werden (Abfangmethoden), 

2. dadurch, daB in irgendeiner Weise die Organisation des Fer- 
mentsystems der intakten Hefezelle gestért wird. 

Die besten Resultate sind bisher durch die Kombination dieser 
beiden Methoden erzielt worden. 

Bei der zellfreien Garung mit Trockenhefepraparaten und vor allem 
mit BuchnerpreBsaften oder Mazerationssaéften wird mit einem Ferment- 
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material gearbeitet, wo die Organisation der verschiedenen Teilfermente 
weitgehend gestért ist. Der Verlauf der durch diese Praparate hervor- 
gerufenen Garung weicht von dem der normalen Garung mit frischer Hefe 
wesentlich ab. Die Garung mit frischer Hefe verlauft mit groBer Ge- 
schwindigkeit, bis die zugegebene Zuckermenge ganzlich in Alkohol und 
Kohlensaéure verwandelt worden ist. Die zellfreie Garung dagegen ver- 
lauft mit groBer Geschwindigkeit wahrend der sogenannten Ver- 
esterungsperiode, wonach die Gargeschwindigkeit plétzlich herabsinkt, 
um bald einen konstanten, niedrigeren Betrag anzunehmen. Auf der 
Garkurve entsteht also ein sogenannter Knick. Die Lage dieses Knick- 
punktes auf der Garkurve ist durch den Gehalt an freiem Phosphat in der 
Gaérungsmischung bedingt. Bei einer Garung dieser Art gilt wahrend 
der ,,Veresterungsperiode’’ die erste Gleichung von Harden: 

2 (,H,.0, + 2P0,HR, 

- 2CO, + 2C,H,OH + 2H,0 + C,H,O, (PO,Ry)». 

Der Verlauf der zellfreien Garung stellt offenbar kein vollstandiges 
Bild der Verhaltnisse bei der Garung in der intakten Hefezelle dar. 
Nichtsdestoweniger diirften die Reaktionen, die bei der zellfreien Garung 
vorliegen (wenigstens in gewissem Grade) als integrierende Teilreaktionen 
in der komplizierten Reaktionskette der normalen Garung in der lebenden 
Hefezelle betrachtet werden kénnen. Die vollstaéndige Kénntnis des 
Reaktionsmechanismus bei der zellfreien Garung mu8 also fiir die Er- 
forschung des Reaktionsverlaufs bei der normalen Garung mit frischer 
Hefe von gréBtem Wert sein. Hardens Entdeckung der bei der zell- 
freien Garung auftretenden Phosphorylierung und der Nachweis Neu- 
bergs, daB die Brenztraubensaure bei der Garung als normale Durchgangs- 
stufe funktioniert, bilden die Ausgangspunkte der modernen Forschung 
auf diesem Gebiete. Unser Befund, daB unter gewissen Bedingungen 
eine Bildung von Glycerinsaéure-3-Phosphorséure beim enzymatischen 
Zuckerabbau dieser Art stattfindet!, erméglichte das Aufstellen eines 
Schemas, in welchem die Rolle der Phosphorsaure bei der intermediaren 
Kohlenhydratumsetzung der Garung und der Glykolyse in chemisch 
durchsichtiger Weise erklart wird?. Durch spatere Arbeiten vor allem 
von Embden®, Barrenscheen* und Meyerhof® und deren Mitarbeitern 
sind weitere wichtige experimentelle Beitrage geliefert worden, wodurch 
diese Frage noch weiter beleuchtet wird. 


! Nilsson, Sv. kem. tidskr. 41, 169, 1929; Sv. Vet. Akad. Arkiv f. kemi 
10 A, Nr. 7, 1930. — ? Derselbe, diese Zeitschr. 258, 198, 1933; Zeitschr. f. 
angew. Chem. 46, 647, 1933; Sv. kem. tidskr. 45, 129, 1933; 46, 24, 1934. 
3 Embden, Deuticke u. Kraft, Klin. Wochenschr. 1933, S. 213. — * Barren- 
scheen u. Beneschowsky, diese Zeitschr. 265, 159, 1933. —- ° Siehe z. B. 
Ergebn. d. Enzymforschung 4, 208. 
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Bei Studien iiber die zellfreie Garung interessieren vor allem die 
Faktoren, die notwendig sind, um das maximale Garungsvermégen 
wahrend der raschen ,,Veresterungsperiode’’ hervorzurufen. Eine 
Apozymase, also eine Trockenhefe, die durch Auswaschen mit Wasser 
ihr Aktivatorsystem verloren hat, braucht, um ihre maximale Gar- 
fihigkeit entfalten zu kénnen, die Zugabe von gewissen Faktoren. Wir 
wissen vorlaufig, daB die Zugabe einer gewissen Menge Co-Zymase not- 
wendig ist. Notwendig ist auch die Gegenwart von: Magnesiumionen. 
SchhieBlich ist bei der zellfreien Garung Zusatz von anorganischem 
Phosphat unvermeidlich. Au®erdem tritt bei der zellfreien Garung als 
Xegel noch eine Induktion auf, die durch Zugabe von Hexosediphosphor- 
siure behoben werden mu; manchmal ist fiir die Induktionsaufhebung 
auBerdem der Zusatz eines Wasserstoffakzeptors, z. B. Acetaldehyd, 
erforderlich. 

Ein Apo-Zymasepraparat, das mit samtlichen obengenannten 
Faktoren erganzt worden ist, vermag jetzt eine Garung hervorzurufen, 
deren Verlauf (durch Bestimmung der entwickelten CO,-Menge fest- 
gestellt) mit dem Garverlauf einer zweckmaBig gewahlten Menge frischer 
Hefe praktisch iibereinstimmt. Wie friiher betont wurde, besteht diese 
Ubereinstimmung jedoch nicht fiir den ganzen Garverlauf. Wahrend die 
frische Hefg die zugegebene Zuckermenge mit annahernd konstanter 
Geschwindigkeit vergiért, bis aller Zucker abgebaut worden ist, verliuft 
die rasche Vergarung mit dem aktivierten Apo-Zymasepraparat zu einem 
Betrag, der durch Hardens Gleichung festgelegt ist. Bei einer aqui- 
molekularen Mischung von Zucker und Phosphat wird demnach nur 
die Halfte des zugegebenen Zuckers mit grober Geschwindigkeit ver- 
goren. Bei niedrigeren Phosphatkonzentrationen wird der Betrag der 
raschen Vergarung entsprechend kleiner. 


Die vorliegende Untersuchung soll das ungleichartige Verhalten der 
Garung wahrend der spaéteren Garperiode in der intakten Hefezelle und 
in destruierten Zymasesystemen beleuchten. Ein direkter Vergleich 
zwischen der zellfreien Garung und der Garung in der lebenden Hefe 
scheint jedoch bei den Methoden, die wir zur Zeit kennen, ziemlich aus- 
sichtslos. Wir haben es deswegen vorgezogen, den Giarverlauf in der- 
artigen Zymasesystemen, wo die Organisation des Fermentsystems 
weitgehend gestért sein muB, mit dem Garverlauf in Systemen zu ver- 
gleichen, die durch schonende Behandlung des Fermentsystems der 
intakten Hefezelle erhalten worden sind. 


Die diesmal mitzuteilenden Versuche beschaftigen sich mit der 
frischen Hefe und mit aus der frischen Hefe unter schonender Be- 
handlung dargestellten Trockenhefepraparaten. Uber die Verhaltnisse 
in den destruierten Zymasesystemen soll in einer nachfolgenden Mit- 
teilung berichtet werden. 
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Allgemeine Bemerkungen zur Methodik. 

In einer vorhergehenden Arbeit! haben wir gezeigt, daB die Eigen- 
schaften eines Trockenhefepraparates in hohem Grade von der Methode 
bedingt sind, die bei dessen Bereitung aus der frischen Hefe verwendet 
wurde. Wenn die Hefe sehr rasch getrocknet wird, so daB eine auto- 
lytische Zersetzung derselben wahrend der Trocknung praktisch ver- 
mieden wird, kann ein Trockenhefepraparat erhalten werden, das eine 
fast geradlinige Garkurve gibt, die in ihrem ganzen Verlauf eine weit- 
gehende Ubereinstimmung mit der Garkurve der frischen Hefe zeigt. 

Untersuchungsmethodik: Es wurde der Einflu&g der Phosphat- 
konzentration und der Reaktionstemperatur auf den Garverlauf studiert. 
Samtliche Garungsversuche wurden im Schiittelthermostaten ausgefiihrt. 
Die entwickelte Kohlensiuremenge wurde volumetrisch bestimmt. 

Die Versuchsergebnisse werden in Form von Diagrammen mit- 
geteilt. Der Ubersichtlichkeit wegen wird von den immer ausgefiihrten 
Parallelproben nur die eine Garkurve eingetragen. Die Ubereinstimmung 
zwischen den Doppelproben war immer so gut, daB die erhaltenen Gar- 
kurven als praktisch identisch betrachtet werden kénnen. 


Experimenteller Teil. 
Die Einwirkung der Phosphatkonzentration auf den Verlauf der 
Garkurve wird bei einer frischen Unterhefe und einer aus dem- 
selben Stamm unter schonen- 





der Trocknung dargestellten p T ae ade ee i | 

Trockenhefe? — (unten als | A — Lr 
8 ———— — 

Trockenhefe H _ bezeichnet) | Pg ae 

vergleichend untersucht. 20} Vie a a 

ergleichend u such Uj 7 


Die frische Unterhefe (aus f 
der hiesigen Hamburger Braue- je k 
rei) wurde in- gewéhnlicher 15 / 
Weise durch Waschen von der 4 / 
Bierwiirze befreit und abge- | / 
preBt, was etwa 2'/,Stunden in & 
Anspruch nahm. Die Hefe a 
wurde dann unmittelbar zu den // 
Versuchen verwendet. Hefe- / 
suspension: 10g dieser Hefe 


ae 
| 


ro 











+ 26cem H,O. Gesamtvolumen 
37 ecm. Trockengewicht (105 fi!/ 
bis 110°) von leem der Hefe- / 
suspension etwa 60 mg. 
Zu jeder Gairungsprobe (Ge- 0 7 2 3 St. 
samtvolumen 2 ccm): 1 cem Abb. 1. 
1 Nilsson u. Alm, Zeitschr. f. physiol. Chem. 239, 179, 1936. — * Das 


Verfahren bei dieser Trockenhefedarstellung ist in einer friiheren Arbeit 
(l. ec.) beschrieben worden. 


1 lg 
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Hefesuspension 


0,25, 0,50, 0,75 und 1,00 cem Phosphatlésung (0,67 mol.; px 


100 mg Glucose. 
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In den Proben A, B, C, D und E 0 bzw. 
6,4; 0,84 eem 


aquivalent’ mit 100 mg Glucose). Reaktionstemperatur 30° (Abb, 1). 
Zu jeder Garungsprobe (Gesamtvolumen 2cem): 200mg_ Trocken- 


hefe H 


100 mg 


Glucose 


0,lcem Zymophosphatlésung*. In den 


Proben A, B, C, D und E 0 bzw. 0,25, 0,50, 0,75 und 1,00 cem Phosphat- 


losung (dieselbe Lésung 
wiein Abb.1). Reaktions- 





temperatur 30° (Abb. 2). 


Wenn! die Garung 
ohne besondere Phos- 
| phatzugabe ausgefihrt 
wird, ist bei der frischen 
Hefe und bei der 
Trockenhefe der Gar- 
verlauf im Prinzip iden- 
tisch. Die Garkurve 
lauft geradlinig und in 
beiden Fallen mit der- 
selben Geschwindigkeit, 
bis sie sich schlieBlich 
infolge Substratmangels 
kriimmt. Nur tritt diese 
Krimmung- bei der 


~~ 
Glucose _ 








Abb. 2. 


SY frischen Hefe etwas eher 
ein als bei der Trocken- 
hefe. Bei der frischen 


Hefe findet ja auch eine Atmung statt, die fiir den etwas reduzierten 
Gesamtbetrag der entwickelten Kohlensaure hauptsachlich verantwort- 


lich sein diirfte. 


AufschluB geben kénnen. 

Nach Zugabe von Phosphat findet aber zwischen dem Garverlauf in 
der frischen Hefe und in dem Trockenhefepraparat eine ausgesprochene 
Differenzierung statt. Auf die Garung der frischen Hefe wirkt Phosphat 
derart ein, daB mit sukzessiv gesteigerten Phosphatzugaben die Gar- 
geschwindigkeit nach und nach herabsinkt. Bei maBigen Phosphat- 
zugaben ist jedoch die Herabsetzung der Gargeschwindigkeit kaum von 


In Stickstoff ausgefiihrte Garversuche diirften hier 


! Der Ausdruck, da eine der Gairungsmischung zugefiigte Phosphat- 
menge mit einer gewissen Zuckermenge dquivalent ist, kommt in dieser 
Arbeit bei jeder Versuchsbeschreibung vor. Wir verstehen hierunter, dal 
die zugesetzte Phosphatmenge (auf POY’ bezogen) und die angegebene 
Zuckermenge in der Reaktionsmischung in aquimolekularem Verhiltnis 


vorliegen. 


— * Etwa 5 %ige Lésung von hexosediphosphorsaurem Na. Fiir 


Induktionsaufhebung wurde in der vorliegenden Arbeit diese Lésung durch- 


weg verwendet. 
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Belang. Wichtig ist aber vor allem, daB der allgemeine Habitus der 
Garkurve bei der frischen Hefe durch Zusatz von Phosphat keine Ver- 
anderung erfahrt. Einen ganz anderen EinfluB hat jetzt aber das Phos- 
phat auf die Garung der Trockenhefe. Wahrend der ersten Phase der 
Garkurve ist (von der durch das Phosphat hervorgerufenen Induktions- 


verlangerung  abgese- 
hen) der EinfluB 
Phosphats auf die Gar- 
geschwindigkeit 
deutend. Dagegen ver- 
ursacht die Phosphat- 
spateren 


des 


unbe- 


zugabe im 
Verlauf der Garung eine 


Herabsetzung der Gar- 


geschwindigkeit, die in 
den Proben mit den 
groBeren Phosphatzu- 
gaben bedeutend ist. 


Dies ruft auf der Gar- 
kurve einen Knick her- 
Besonders scharf 
ist dieser Knick bei den 
gréBeren Phosphatkon- 
zentrationen. Er _ tritt 
in diesen Fallen ziemlich 
Punkt 


vor. 


genau an dem 


auf, wo die vorhandene Zuckermenge zu 











ccm| — — 
25} A" bas e 
Sa YA can | 
Mf Y a 
j3 / wa 
20 7 _F + a 4 ma | 
/ A a 
cor 
/ AO Pi | 
/ P "ii 
4 ts ha Da | 
: hfe | 
SS : ony | 50 
° i/\ 4 * | 
I ff | 
* ji! /] | 
i/ / 
i /; | 
st HH 
/} // 
| 
/j v4, 
ip . 
0 7 2 J Sia ¥ 
Abb. 3. 
50°, vergoren ist. Nach 


diesem Knickpunkt fallt die Gargeschwindigkeit ab und nimmt einen 
konstanten, niedrigeren Wert an. Bei den niedrigeren Phosphatkonzen- 
trationen ist dieser Phosphateffekt selbstverstandlich weniger aus- 


gesprochen. 


Wie es scheint, setzt jedoch auch hier die Garungs- 


hemmung ein, erst nachdem der Zucker etwa zur Halfte vergoren ist. 


Es diirfte also bei dieser Trockenhefe ein Knick der Garkurve auf- 


treten, dessen Lage nicht durch die Hardensche Gleichung unwillkiirlich 
bedingt ist. Vielmehr tritt dieser Knick unabhangig von der Phosphat- 


konzentration der Reaktionsmischung auf, sobald aus der vorhandenen 
Zuckermenge 50 ° der nach Gay-Lussacs Gleichung berechneten Kohlen- 


sauremenge gebildet sind. 


Der hier nachgewiesene Phosphateffekt ist bei derartigen, unter 
schonender Trocknung dargestellten Trockenunterhefepraparaten gut 


reproduzierbar. Wir teilen noch folgenden Versuch mit, der mit einer 
Trockenhefe (unten als Trockenhefe M bezeichnet) angestellt wurde, die 


Glucose —e 
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aus frischer Unterhefe von der hiesigen Miinchener Brauerei dargestellt 
worden war (Abb. 3). 

Zusammensetzung der Reaktionsmischungen mit Trockenhefe M sowie 
auch Bezeichnung der Proben genau wie in Abb. 2. Reaktionstemperatur 30°, 

Prinzipielle Verschiedenheiten gegeniiber dem  vorhergehenden 
- ‘ . . se 8 ‘i + in . 
Versuch sind nicht vorhanden. Im Gegenteil ist die Ubereinstimmung 
im Verhalten der beiden Trockenhefepraparate fast iiberraschend gut. 

Bei Versuchen mit gréBeren Zucker- und Phosphatmengen haben 
wir analoge Ergebnisse erhalten (Abb. 4). 
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Zu jeder Gaérungsprobe (Gesamtvolumen 2 cem): 200 g Trockenhefe H 

0,1 cem Zymophosphatlésung + 1 Tropfen 2,5 %ige Acetaldehydlésung. 

In Probe A 200mg Glucose, in B 200 mg Glucose + Phosphat aqui- 

valent mit 100mg Glucose (py = 6,4), in C 100mg Glucose + Phosphat 
aquivalent mit 100mg Glucose. Reaktionstemperatur 30°. 


Wie ersichtlich, wird bei konstantem Phosphatgehalt in der Re- 


aktionsmischung der Knickpunkt nach oben verschoben, wenn die 


Zuckermenge gesteigert wird (Kurve C und 6). Ist die Zuckermenge det 
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lt Phosphatmenge gegeniiber groB, so ist auch in diesen Versuchen der 
Knick der Garkurve weniger scharf ausgepragt. 
i Bei den bisher mitgeteilten Versuchen war die Reaktionstemperatur 
0°, immer 30°. Die Phosphateinwirkung auf den Garverlauf, die wir also 
~ bei Trockenhefen mit intaktem Fermentsystem festgestellt haben, soll 
a noch nicht zur Diskussion gestellt werden. Zuerst wollen wir iiber die 
eq sehr bemerkenswerten Veranderungen im Garverlauf berichten, welche 
a eintreten, wenn die Reaktionstemperatur bis 40° erhéht wird. 
Die Kinwirkung der erhéhten Reaktionstemperatur wird in Abb. 5 
veranschaulicht. 
Zu jeder Garungsprobe a } apenas wine, = 
(Gesamtvolumen 2 ccm): | P ail A J 
200 mg Trockenhefe H | 50} a 
200 mg Glucose + 0,1 cem / 
Zymophosphatlésung ys\ | \ yi | 
1 Tropfen 2,5°,ige Acet- cl 
aldehydlésung. Pa 
In den Proben B und B’ er | 75¢ 
Phosphat aquivalent — mit P at | 
200 mg Glucose, in C und C’ | | 
Phosphat aquivalent mit Pa c'| 
100 mg Glucose. Die Proben Son aa Pe r 
A, B und C bei 30°, A’, B’ a= ae 
und C’ bei 40°, | a en. 106 BS 
Die starke Einwirkung 4 | & 
der erhéhten  Reaktions- vA ‘| 
temperatur auf den Gar- 4 ae a 
verlauf ohne Phosphatzu- ae | 
gabe geht aus den Kurven o 
A und A’ hervor. Der fiir i 
diese Trockenhefe in Ab- 
wesenheit von Phosphat 
charakteristische Garverlauf 
bei 30° (Kurve A) ist bei | 
40° vollstandig verandert 7 r $a ” 
(Kurve A’). Freilich ist mae 
die Anfangsgeschwindigkeit 
bei der héheren Versuchstemperatur etwa ebenso groB wie bei 30°. 
- - Nachdem eine nur geringe Menge Kohlenséure entwickelt worden ist, 
viel nimmt aber die Gargeschwindigkeit rasch ab, um dann weiterhin 


7 kontinuierlich abzunehmen. 
Eine Zugabe von Phosphat zu der Garungsmischung wirkt bei 


2. diesen zwei verschiedenen Versuchstemperaturen in diametral ver- 
die schiedener Richtung. Bei 30° setzt die frither beschriebene Phosphat- 


der wirkung ein. Eine gegeniiber der Zuckermenge 4quivalente Phosphat- 
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menge ruft einen deutlichen Knick der Garkurve bei 50°, Umsetzung! 
des zugesetzten Zuckers hervor (Kurve 6). Die Halfte dieser Phosphat- 
menge verursacht auch eine Herabsetzung der Gargeschwindigkeit 
wahrend der letzteren Halfte des Garverlaufs. Ein ausgepragter Knick 
der Garkurve tritt aber nicht auf (Kurve C). Bei 40° dagegen ruft ein 
Phosphatzusatz eine kraftige Aktivierung der Garung hervor. Die Gar- 
kurve verlauft jetzt mit groBer Geschwindigkeit nahezu geradlinig bis 
etwa 50°, Umsetzung des zugegebenen Zuckers, wonach auf der Gar- 
kurve ein Knick auftritt. Es ist von hervorragendem Interesse, dab 

dieser wohl definierte Knick- 








= es punkt bei 50°, Zuckerumsetzung 
; f'| nicht nur bei Zugabe von einer 
"| -_ * 1%? dem Zucker gegeniiber aqui- 
/ valenten Menge Phosphat auf- 

id T 7 | tritt (Kurve B’), sondern auch 
e _ 3B bei Zugabe von nur der Halfte 
eS pe ee ee dieser Phosphatmenge (Kurve C’). 
2 | ile a co t \700 , Die Ergebnisse, die in Abb. 5 

t saa id | | | | wiedergegeben sind, kénnen fol- 
s f / | A 8 gendermaBen kurz zusammen- 
” / on | ‘S gefaBt werden: Die Phosphat- 
| y — | hemmung, die bei 30° wahrend 

- p-r- | | | der letzten Halfte der Garung 
etwas verschleiert zutage kommt. 

10 } | i 1 tritt bei 40° in idealisierter Gestalt 

{ hervor. Diese sehr bemerkens- 

Fi / | | | | werte Erscheinung haben wit 
jf in den folgenden Versuchen 
ee 3 3 y ves * weiter verfolgt. Abb. 6 gibt 


vo eine Zusammenstellung von 
ih Ergebnissen, die unter Ver- 
wendung eines und desselben Trockenhefepraparates (dasselbe 
Praiparat wie in dem _ vorigen Versuch) erhalten worden sind. 
Zu jeder Gairungsprobe (Gesamtvolumen 2cem): 200mg Trockenhefe H 

1 Tropfen 2,5 %ige Acetaldehydlésung. 

In der Probe A 100mg Glucose — Phosphat aquivalent mit 100 mg 
Glucose, in Probe B* 200 mg Glucose + Phosphat aquivalent mit 100 mg 
Glucose, in Probe C 200 mg Glucose + Phosphat aquivalent mit 200 mg 
Glucose und in Probe D 300 mg Glucose — Phosphat aquivalent mit 200 mg 
Glucose. Reaktionstemperatur 40°. 


1 Mit 50°, Umsetzung verstehen wir hier wie auch in der folgenden 
Darstellung 50°, der bei vollstandiger Vergirung des zugegebenen Zuckers 
entwickelten Kohlensiuremenge. — * Zu den Proben A und B auberdem 
0,1 eem Zymophosphatlésung. In besonderen Versuchsreihen haben wit 
uns davon iiberzeugt, daB durch Zymophosphatzusatz nur die Angarung, 
nicht aber die Gairkurve im iibrigen beeinfluBt wird. 
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Die Garkurve A fiir 100 mg Glucose mit der gegen diese Zuckermenge 
aquivalenten Phosphatmenge knickt bei 50°, Umsetzung von 100 mg 
Glucose, was in diesem Falle in Ubereinstimmung mit Hardens Gleichung 
gebracht werden kann. Wenn indessen bei demselben Phosphatgehalt 
doppelt soviel Gucose, also 200 mg, zugesetzt wird, tritt der Knickpunkt 
der Garkurve erst auf, wenn doppelt soviel Kohlensiéiure entwickelt worden 
ist wie im vorigen Falle. Der Knickpunkt liegt jetzt bei 50°, Umsetzung 
von 200mg Glucose (Kurve #). Ein weiterer Zusatz von Phosphat bei 
unveranderter Zuckermenge dndert nicht wesentlich die Lage des Knick- 
punktes. Auch die Reaktionsmischung mit 200mg Glucose und einer 
damit aquivalenten Phosphatmenge knickt wieder bei 50°, Umsetzung 
von 200mg Glucose (Kurve C). Wird aber bei dieser letzten Phosphat- 
konzentration die Glucosemenge bis 300mg _ gesteigert, verschiebt sich 
wiederum der Knick nach oben und liegt jetzt annihernd bei der halben 
Umsetzung von 300 mg Glucose (Kurve JD). 

Zusammenfassend laBt sich also sagen, daB bei dieser Trockenhefe 
(welche ohne Zugabe von Phosphat einen Garverlauf zeigt, der im 
Prinzip nicht von demjenigen der frischen Hefe abweicht) ein Zusatz 
von Phosphat derart einwirkt, daB, unabhangig von der GréBe der Zucker- 
und Phosphatkonzentrationen, auf der Garkurve ein Knick auftritt, 
wenn 50 °%, des zugegebenen Zuckers zu Kohlensdéure vergoren ist. Bei 
PhosphatunterschuB in der Reaktionsmischung kann das Auftreten 
dieses Knickpunktes offenbar nicht dadurch bedingt sein, daB beim 
Knickpunkt die Halfte des Zuckers in Form von Hexosediphosphorsaure 
vorliegt. Noch deutlicher zeigt sich dies, wenn der ZuckeriiberschuB noch 
gréBer gewahlt wird als in den in Abb. 6 wiedergegebenen Versuchen. 
Der Raumersparnis wegen haben wir darauf verzichtet, die Garkurve fiir 
300 mg Glucose und eine Phosphatmenge aquivalent mit 100 mg Glucose 
einzuzeichnen. Die Garung hért in dieser Reaktionsmischung praktisch 
auf bei einer Kohlensaureentwicklung von 43 cem, was etwa der halben 
Umsetzung von 300 mg Zucker entspricht. Hierzu muB jedoch bemerkt 
werden, daB in diesem Falle die Gérung zum SchluB (von etwa 21 cem 
aufwarts) mit erheblich herabgesetzter Geschwindigkeit verlauft. 

Die bis jetzt beschriebenen Garversuche kénnen durch die Selbst- 
gaérung der benutzten Trockenhefepraparate nicht wesentlich beeinfluBt 
sein. Als Kontrolle werden hier die Selbstgarungsproben der benutzten 
Trockenhefepraparate H und M wiedergegeben. 

200 mg Trockenhefe H — 0,5 eem Phosphat (0,67 mol., O84 cem 
aquivalent mit 100 mg Glucose, py = 6,4) + 0,1 cem Zymophosphatlosung. 
Gesamtvolumen 2 ccm. Reaktionstemperatur 30°. Nach 3'/, Stunden war 
die entwickelte Kohlensiuremenge 1,70 cem. 

200 mg Trockenhefe H + Phosphat aquivalent mit 1L00 mg Glucose 
+ 1 Tropfen 2,5°% ige Acetaldehydlésung. Gesamtvolumen 2cem. Reak- 
tionstemperatur 40°, Nach 2'/, Stunden war die entwickelte Kohlensaure- 
menge 1,00 ccm. 

200 mg Trockenhefe M +- Phosphat aquivalent mit 200 mg Glucose 

1 Tropfen 2,5°,ige Acetaldehydlésung. Gesamtvolumen 2ecem. Reak- 
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Nach 3!'), Stunden war die entwickelte Kohlensaure- 


tionstemperatur 40°. 





menge 1,15 cem. 

Durch diese Selbstgéarung kann, besonders bei langeren Reaktions- 
zeiten, der Knick der Garkurve iiber den theoretischen Betrag hinaus ein 
wenig nach oben verschoben sein. Bei Trockenhefepraparaten mit bedeu- 
tender Selbstgarung liegen die Knickpunkte etwas héher als aus der zu- 
gegebenen Zuckermenge berechnet wird. Wird aber fiir die beobachtete 
Selbstgirung die entsprechende Korrektur angebracht, werden fast 
theoretische Werte erhalten. Diesbeziigliche Versuche werden hier nicht 
mitgeteilt, weil sie im Prinzip vollkommen gleichartig verlaufen, wie die 
oben schon beschriebenen Versuche. 


Als Erganzung der obigen Resultate werden unten einige Versuche 


wiedergegeben, woraus der Verlauf der Garkurven ersichtlich ist, wenn 
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Abb. 7. 


bei einer konstanten groBben Phosphatzugabe in der Garungsmischung 
die Glucosemenge variiert wird. Die Versuche sind sowohl bei 30° als 
bei 40° ausgefiihrt (Abb. 7). 

Zu jeder Garungsprobe (Gesamtvolumen 2 cem): 200 mg 'Trockenhefe H 
+ 0,leem Zymophosphatlésung + 1 Tropfen 2,5 °% ige Acetaldehydlésung 
+ eine Phosphatmenge aquivalent mit 200 mg Glucose. 

In den Proben A bis D (sowie A’ bis D’) 50 bzw. 100, 150 und 200 mg 
Glucose. Die Proben A, B, C und D bei 30°, A’, B’, C’ und D’ bei 40°. 

Bei jeder Glucosemenge tritt ein wohl definierter Knick der Garkurve 
bei etwa 50°, Umsetzung der zugegebenen Zuckermenge auf. Aus der 
Abbildung geht hervor, daB auch bei dieser Versuchsanordnung der Knick 
bei 40° scharfer markiert ist als bei 30°. 
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Der Versuch zeigt in schlagender Weise, daB man bei der Glucose- 
gérung mit einer ,,halftigen Teilung’* der Glucose zu rechnen hat, wobei 
die Vergarung der einen Halfte typisch phosphathemmbar ist, wahrend 
die Vergarung der anderen Halfte nicht oder jedenfalls ungleich weniger 
durch Phosphat gehemmt wird. Auch in den destruierten Zymase- 
systemen (z.B. Mazerationssaften oder Apozymasepraparaten) tritt 
bei PhosphatiiberschuB auf der Garkurve ein Knick bei 50°, Zucker- 
umsetzung auf. Durch die Phosphatzugabe wird hier die erste Garungs- 
phase gefordert. In dem System, das von uns jetzt studiert wird, wird 
dagegen auf der geradlinigen Garkurve (bei 30° ohne Phosphatzusatz) 
der Knick durch Phosphat- 
hemmung_ hervorgerufen. In 
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auf die Vergarung der Glucose. 
Wird statt Glucose als Sub- 
strat Rohrzucker gewahlt, so 
andert dies in keiner Weise den @ 
KinfluB des zugesetzten Phos- 
phats auf den Garverlauf. Auch 
in diesem Falle tritt, unabhangig 
von der Phosphatkonzentration 
der Reaktionsmischung, auf der 
Garkurve ein Knick auf, wenn 











S 





die Hialfte des zugesetzten aka 
Zuckers zu Kohlensaure ver- 
goren ist. Als Beispiel geben wir folgenden Versuch an, der mit der 
schon friiher benutzten Trockenhefe M (Abb. 3, S. 259) bei 40° an- 
gestellt wurde (Abb. 8). 
Zu jeder Garungsprobe (Gesamtvolumen 2 cem): 200 mg Trockenhefe M 
0,1 cem Zymophosphatlésung + 1 Tropfen 2,5 ° ige Acetaldehydlésung 
Phosphat aquivalent mit 200mg Rohrzucker (als Hexose berechnet). 
In der Probe A 200mg Rohrzucker und in B 300mg Rohrzucker. 
Reaktionstemperatur 40°. In Abb. 8 ist auBerdem die Garkurve bei 30° 
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fiir 200mg Rohrzucker ohne Phosphatzusatz (gestrichelt) eingezeichnet 
(vgl. Abb. 9). 


Soweit aus dem Versuch ersichtlich, weichen die Verhaltnisse bei der 
ohrzuckervergarung in keiner Weise von den bei der Glucosevergarung 
konstatierten ab. 


Aus besonderen Griinden haben wir bei der Rohrzuckervergarung 
Gelegenheit gehabt, durch Anstellung einer besonders groBen Anzahl von 
Versuchsreihen, uns von der Reproduzierbarkeit des beobachteten Phosphat- 
effektes vollkommen zu itiberzeugen. In saémtlichen untersuchten Fallen 
(wobei verschiedene Trockenhefepraparate zu Verwendung gekommen sind) 
haben wir immer Ergebnisse erhalten, die sich mit den in Abb. 8 mitgeteilten 
praktisch vollkommen decken. 

Bei der Rohrzuckervergarung 
wurde auBerdem die Phosphatbilanz 





J 


"2 Pn a | wenigstens orientierend untersucht. 
a! 7. | | So wurde z. B. festgestellt, dafs in 
; J | einer Reaktionsmischung, die der 
18 7 { Kurve B in Abb. 8 entspricht, beim 
— f_| | Knickpunkt nur eine sehr unbe- 
i ‘7d | | deutende Menge (weniger als 1,5 °,) 


! des zugegebenen Phosphats unver- 
ie | estert vorliegt. Nach dem Knick- 
| punkt findet eine sehr langsam 
6 =F ae + + i fortschreitende Dephosphorylierung 
/ statt. Im praparativen Versuch 
re | | haben wir gefunden, da die ver- 
ome —  esterte Phosphorsaure hier praktisch 
vollkommen in der Hexosediphos- 
phatfraktion vorhanden ist. So 
haben wir z. B. aus einer Reaktions- 
mischung mit 50 g Trockenhefe beim 
Knickpunkt der Garkurve — eine 
Hexosediphosphatfraktion (als Ca- 
Salz) von 70,6 g isoliert, wahrend 
die | Hexosemonophosphatfraktion 
nur 4,9g betragt. (In diesen 4,9 g 
ist auch die Menge hexosediphosphor - 
saures Ca enthalten, die nach Aus- 
fallung der Diphosphattfraktion noch 
in der wasserigen L6sung zuriick- 
Abb. 9. bleibt.) 











Die Phosphatbilanz der Rohrzuckervergarung bei 30° geht aus 
Abb. 9 hervor, wo Garverlauf und Esterbildung in einer aquimolekularen 
Mischung von Rohrzucker (als Hexose berechnet) und Phosphat wieder- 
gegeben werden. 

Sowohl Garungs- als Phosphorylierungskurven entsprechen der Reak- 
tionsmischung 200 mg Trockenhefe M +- 200 mg Rohrzucker + Phosphat 
aquivalent mit 200mg Rohrzucker (als Hexose berechnet) + 0,1 cem 
2,5°% ige Acetaldehydlésung +- 0,lecem Zymophosphatlosung. Gesamt- 




















Zur Kenntnis der alkoholischen Garung usw. I. 267 


volumen 2ccm. Reaktionstemperatur 30°. Kurve A: Kohlensiureent- 
wicklung. Kurve £: Abnahme der Orthophosphorsaure. Kurve C: Phos- 
phorylierung. Kurve ): Hydrolyse-P nach 3 Stunden (nach den Angaben 
von Lehnartz). 


Die Phosphorylierung halt, wie man sieht, mit der Kohlensaure- 
entwicklung gleichen Schritt. Beim Knickpunkt der Garkurve tritt 
auch das Maximum der Phosphorylierung ein. Der Knick ist, wie auch 
bei der Glucosegarung, bei dieser niedrigeren Versuchstemperatur nicht 
so scharf definiert wie bei 40°. Die Veresterung ist nicht vollstandig. 
Etwa 28°, des zugesetzten Phosphats liegt beim Knickpunkt noch 
unverestert vor!. 


Die in der Abbildung angegebene Hydrolyse-P-Kurve zeigt, daB der 
gebildete Phosphorsaureester zum gréBten Teil aus Hexosediphosphor- 
saure besteht. Nachdem sich die Hexosediphosphorsaure angereichert 
hat, wird sie, wie der Versuch zeigt, mit einer Geschwindigkeit vergoren, 
die nur einen Bruchteil der Gargeschwindigkeit des nicht phospho- 
rylierten Zuckers ausmacht. Und doch haben wir es hier mit einer 
Trockenhefe zu tun, die mit groBer Geschwindigkeit sowohl Glucose als 
Aohrzucker (siehe Abb. 8, S. 265) vollstandig vergart. Hieraus kénnen 
wir den wichtigen SchluB ziehen, daB die vollstandige Vergarung des 
Zuckers nach einer geradlinigen Garkurve bei dieser Trockenhefe nicht 
dadurch bedingt sein kann, daB die Aufspaltung der gebildeten Hexose- 
diphosphorsaure in dieser Trockenhefe mit einer fiir den raschen Gar- 
verlauf geniigend groben Geschwindigkeit geschieht. Dies macht eine 
Funktion der Hardenschen Sdure als Durchgangsstufe der Garung auch in 
dem organisierten, intakten Fermentsystem der Hefe unwahrscheinlich. 
Dab bei der zellfreien Garung in destruierten Zymasesystemen wahrend 
der raschen ,, Veresterungsperiode** die Hardensche Saure nicht als eine 
Durchgangsstufe betrachtet werden darf, haben wir schon friiher wieder- 
holt betont ?. 


Durch Garungsversuche mit in Substanz zugegebener Hexose- 
diphosphorsaure haben wir versucht eine weitere Bestatigung dafiir zu 
erhalten, daB die Gargeschwindigkeit der Hexosediphosphorsaéure auch 
in dem intakten Zymasesystem der Hefe gering ist. 

Aus einem Praparat von reinem hexosediphosphorsaurem Ca wurde 
durch Umsetzung mit Natriumoxalat das Na-Salz dargestellt. 1,8 ¢ hexose- 
diphosphorsaures Ca wurde iiber Nacht mit 0,86 g Na,C,0O, und 7 cem Wasser 


‘ Hinsichtlich Phosphatbilanzuntersuchungen ist unser bisheriges 
Versuchsmaterial noch sehr unvollstandig. In folgenden Arbeiten miissen 
alle wesentlichen Befunde mit Phosphatbilanzversuchen erginzt werden. 
— ? Siehe z. B. Nilsson, diese Zeitschr. 258, 198, 1933; Sv. kem. tidskr. 
46, 24, 1934. 
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geschiittelt. In der nach Zentrifugieren in der Winkelzentrifuge erhaltenen 
klaren L6sung konnte mit CaCl, Oxalsaéure nicht nachgewiesen werden. 
Dagegen enthielt sie Spuren von Ca++. Die Lésung reagierte neutral 
(pu etwa 6,5) und war praktisch frei von anorganischer Phosphorsaure. 
Gesamt-P nach Verbrennung war 55 mg P,O;/1 cem. Aus diesem P-CGehalt 
berechnet sich der Gehalt der so erhaltenen Zymophosphatl6sung, in Hexose 
umgerechnet, zu etwa 70 mg Hexose pro 1 ccm. Mit dieser Zymophosphat- 
l6sung wurden folgende Girungsversuche angestellt (Abb. 10). 








Abb. 10. 
Zu jeder Garungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 200 mg Trockenhefe H 
1 Tropfen 2,5 ige Acetaldehydlésung. 
In Probe A: 100 mg Glucose + 0,1 cem Zymophosphatlésung 
a eee - + O,1 es 
C: 100 ,, + 0,5 4, 
D:.100.,, ” + 0,63 ,, 
E und F: 1 eem Zymophosphatlésung 

os ory G 3 H: 0,5 o ” 

Reaktionstemperatur 30°. Nach 110 Minuten wurden zu den Proben D, 
F und H 0,25 cem Phosphatlésung (0,67 mol., py = 6,4) gesetzt. 

Die Zymophosphatlésung ist offenbar mit einer Giftwirkung be- 
haftet. Dies geht schon daraus hervor, daB bei den héheren Zymo- 
phosphatkonzentrationen die Gargeschwindigkeit unterdriickt wird 
(Probe E und F), vor allem aber daraus, daB die Vergérung von gleich- 
zeitig zugesetzter Glucose stark gehemmt ist. Der Verdacht liegt hier 
nahe, daB diese Giftwirkung der benutzten Zymophosphatlésung dadurch 


bedingt sein kann, daB sie in bezug auf CaC,O, gesittigt ist. In be- 
sonderen Versuchen haben wir aber festgestellt, daB durch Zugabe von 
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gesattigter CaC,O,-Lésung bis leem zu einer gewéhnlichen Glucose- 
girprobe die Gargeschwindigkeit nicht beeintrachtigt wird. Es diirfte 
aber nicht ausgeschlossen sein, daB der Oxalatgehalt der Zymophosphat- 
losung gréBer ist als es einer gesiattigten wasserigen Lésung von 
Calciumoxalat entspricht. Wie wir bald zeigen werden, iibt die in einer 
Garungsmischung praformierte Hexosediphosphorsiure auf die Ver- 
virung nachtraglich zugesetzter Glucose keinen EinfluB aus. Die Gift- 





“4 


mg 








Abb. 11. 


wirkung der im vorigen Versuche benutzten Zymophosphatlésung mul 
also durch irgendeine Einmischung von Fremdstoffen bedingt sein. Es 
scheint uns deswegen nicht angebracht, aus Girversuchen mit derartig 
dargestellten Zymophosphatlésungen weitgehende Schliisse zu ziehen. 

In den bei 40° angestellten Garversuchen hért die Garung praktisch 
auf, wenn der Knickpunkt erreicht ist. Im folgenden studieren wir in 
derartigen Garungsmischungen den EinfluB8 der Herabsetzung der 
Reaktionstemperatur bzw. Zugabe einer neuen Portion Trockenhefe, 
Glucose und Phosphat (Abb. 11 und 12). 

Eine Anzahl Garmischungen A bis I folgender Zusammensetzung wurden 
bei 40° angesetzt: 200 mg Trockenhefe H + 200 mg Glucose + Phosphat 
aquivalent mit 100mg Glucose + 1 Tropfen 2,5 °,ige Acetaldehydlésung. 
Gesamtvolumen 2cem. Hierzu kommt eine Probe K ohne Glucosezusatz, 
die vollkommen wie die Proben A bis | behandelt wurde. 

Die Garung der Proben A bis I wurde soweit fortgesetzt, bis der Knick- 
punkt deutlich iiberschritten war. (Die gestrichelte Kurve in Abb. 11.) Mit 
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den in dieser Weise vorbehandelten Reaktionsmischungen wurden moglichst 


schnell (nach 5 bis 10 Minuten) bei unveranderter Reaktionstemperatur 


folgende Versuche angesetzt (Abb. 11). 














Zusitze Zusitze 
dy + ' . ee vy pai > > ¥ 
Probe | Trocken- Ginnnee Phosphat Probe Trocken- | gineose Phosphat 
hefe ia aiguivalent mit hefe ‘ ‘ aiquivalent mit 
A - - F 200mg 100mg — 
B | 200mg — — G — _ 50 mg Glucose 
C — 50 mg — H ~ 50mg 50, 
D | 200mg¢ 50, -- I ~— 100 , | 50, gs 
ki = 100 ,, -- Kk — 100 , 
AuBerdem zwei Proben L und M ohne vorherige Vorbehandlung. 
Probe L (Gesamtvolumen 2,5 cem): 200mg Trockenbefe H + 50 mg 
Glucose + Phosphat aquivalent mit 50mg Glucose + 1 Tropfen 2,5 °oige 
Acetaldehydlésung. 
i” Probe M (Gesamtvolumen 2 cem): 200mg Trockenhefe H + 100 mg 
Glucose + Phosphat aquivalent mit 100mg Glucose + 0,1 cem Zymo- 
phosphatlésung + 1 Tropfen 2,5°,ige Acetaldehydlésung. 
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Abb. 12. 


Die Einwirkung der Herabsetzung der Reaktionstemperatur geht aus 
Abb. 12 hervor. Eine Anzahl Garmischungen A bis F, von derselben Zu- 
sammensetzung wie im vorigen Versuch die Reaktionsmischungen A bis I, 
wurde wie friiher bei 40° vorbehandelt. Der Versuch wurde dann in einem 
zweiten Thermostaten bei 30° sofort (nach 5 bis 10 Minuten) weiter gefiihrt. 
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Zusatze Zusatze 
Probe |-——— - sated ah eesictiti chia aia Probe — = 
Trockenhefe Glucose Trockenhefe Glucose 

A ~- = D 200 mg 50 mg 

B 200 mg -- k - 100 , 

C : 50mg KF 200 mg 100 , 
AuBerdem zwei Proben G und H ohne vorherige Vorbehandlung. 
Probe G (Gesamtvolumen 2,5 cem): 200mg Trockenhefe H + 50 mg 

Glucose + 1 Tropfen 2,5 °Gige Acetaldehydlésung. 
Probe H (Gesamtvolumen 2 ccm): 200mg Trockenhefe H + 100 mg 
Glucose + 1 Tropfen 2,5°% ige Acetaldehydlésung'. 


Aus Abb. 11 und 12 kénnen wichtige Schliisse gezogen werden 
hinsichtlich der bei dem hier studierten Knickpunkt obwaltenden Ver- 
haltnisse. Zundchst kann festgestellt werden, daB das Fermentsystem 
der Trockenhefe durch die Vorbehandlung bei 40° irreversible De- 
struktionen erlitten hat. Zugesetzte Glucose wird sowohl bei 40° (Abb. 11, 
Kurve C und £) als auch bei 30° (Abb. 12, Kurve C und £) schlecht ver- 
goren. Nach Zugabe einer neuen Portion Trockenhefe zu der alten Gar- 
mischung wird aber zugesetzte Glucose rasch vergoren sowohl bei 30° 
als bei 40° (Abb. 11 und 12, Kurve D und F). Auffallenderweise tritt 
auf dieser Glucosegarkurve, obschon kein anorganisches Phosphat 
zugegeben wurde, bei 50°, Zuckerumsetzung ein Knick auf, der wie 
gewohnlich bei 40° scharfer ausgebildet ist als bei 30°. 

Wenn weder von Hefe noch von Substrat Zusaétze vorgenommen 
werden, ist die Gargeschwindigkeit sowohl bei 30° als bei 40° sehr niedrig 
und von etwa derselben GréBe bei diesen zwei verschiedenen Tem- 
peraturen (Abb. 11 und 12, Kurve A). Zugabe von Phosphat erhéht die 
Gargeschwindigkeit nicht (Abb. 11, Kurve @). Dies ist ein wesentlicher 
Befund, weil dadurch erwiesen wird, daB der Knick der Garkurve nicht 
in irgendeiner Weise durch Phosphatmangel erklart werden kann. Sehr 
wesentlich ist nun, daB, wenn gleichzeitig mit Phosphat auch Glucose 
zugegeben wird, die Glucose mit groBer Geschwindigkeit vergoren wird. 
Auffallend ist der ausgepragte Knick der Garkurve, der auch bei 
PhosphatunterschuB ziemlich genau bei 50°, Umsetzung der zu- 
gegebenen Zuckermenge auftritt (Abb. 11, Kurve H und /). Bis zu 
dem neuen Knickpunkt vergart also in diesem System die Glucose mit 
einer Geschwindigkeit, die nicht erheblich geringer ist als die maximale 
Gargeschwindigkeit der Glucose mit nicht vorbehandelter Trockenhefe 
(Abb. 11, Kurve ZL und JW). Dieser Befund ist in mancher Hinsicht 
von Bedeutung. Einerseits wird namlich dadurch gezeigt, daB bei 


! Durch die Zusétze von Glucose und Phosphat schwanken die Gesamt- 


volumina der Proben in Abb. 1] und 12 zwischen 2 und 2,5 cem. 
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dem von uns studierten Knickpunkt keine unveranderte Glucose vor- 
handen ist, und andererseits, daB der beim Knickpunkt angehaufte 
Phosphorsadureester die Vergarung von Glucose nicht wesentlich beein- 
trachtigt. 

Bei dem Knickpunkt sind aber in diesem Falle nicht weniger als 
50°, der zugegebenen Glucose unvergoren, und sie liegt in einer Form 
vor, die offenbar nur sehr langsam angegriffen wird. Nur die Halfte 
dieser Zuckermenge kann als Hexosediphosphorsaéure vorliegen. Nach 
Zugabe einer weiteren Portion Trockenhefe setzt eine Garung ein, die mit 
maBiger Geschwindigkeit verlauft (Abb. 11 und 12, Kurve B). Be- 
merkenswert ist, daB (bei 40°) diese Garung plétzlich aufhért, nachdem 
eine Kohlenséuremenge ent wickelt worden ist, die den aus 50 mg Hexose 
(bzw. Triose) maximal méglichen Betrag nicht erheblich iiberschreitet. 


Diskussion. 

Die mitgeteilten Versuche sind bisher im allgemeinen nur kurz 
kommentiert worden. Die theoretische Behandlung der hier in Frage 
stehenden Erscheinungen erfordert, daB jedes einzelne Ergebnis im 
Hinblick auf das gesammelte Versuchsmaterial betrachtet wird. Wir 
kénnen uns deswegen erst jetzt auf eine eingehende Diskussion einlassen. 
In der vorliegenden Arbeit haben wir uns mit den Verhaltnissen in den 
destruierten Zymasesystemen (autolysierten Trockenhefen, Mazerations- 
siften, Apo-Zymasepraparaten usw.) noch nicht beschaftigt. In einer 
nachfolgenden Arbeit, in der dariiber berichtet werden soll, werden wir 
gelegentlich auf die jetzt folgende Diskussion zuriickkommen. 

Wie in unseren friitheren Arbeiten (lL. c.) gehen wir von der Auffassung 
aus, daB die bei der Garung intermediaér auftretende Hexosemono- 
phosphorsdure zunachst nach einer intramolekularen Oxydoreduktion 
zwischen dem 3. und 4. Kohlenstoffatom in Glycerin-3-Phosphorsaure 
und den nicht phosphorylierten 3-Kohlenstoffkérper C,H, O, zerspringt. 


HCOH 
I 
COH 
| 
HCOH Cs Hy 0s 
| —> 
HCOH CHO 
| | 
HCOH HCOH 
| | 
CH,.0. POH, CH,.0. POs Hy 


Eine Trockenhefe, die ohne Zusatz von Phosphat den zugegebenen 
Zucker nach einer geradlinigen Garkurve vollstaéndig vergaért (Abb. 2 
und 3, 8S. 258 und 259), muB — unter diesen Annahmen — offenbar die 
Fahigkeit besitzen, diese beiden 3-Kohlenstoffkérper mit groBer Ge- 
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schwindigkeit zu vergaren. Der phosphorylierte 3-Kohlenstoffkérper 
muB dabei dephosphoryliert werden. 

Die geradlinige Garkurve kann jedoch nach besonderen Eingriffen 
in die normale Garung in einer durchgreifenden Weise ihre Form ver- 
andern. In der vorliegenden Arbeit studieren wir die Einwirkung einer 
gesteigerten Phosphatkonzentration in der Garmischung und einer 
erhéhten Reaktionstemperatur. 

Wir wollen zunachst die Einwirkung einer Phosphatmenge be- 
trachten, die im Vergleich zur Zuckermenge groB ist. Dieser Fall ist in 
Abb. 7, 8. 264 realisiert. Die zugesetzte Phosphatmenge ist hier mit der 
gréBten der zugegebenen Zuckermengen Aquivalent und also im Uber- 
schuB gegeniiber den iibrigen benutzten Zuckermengen. Auf der Gar- 
kurve tritt bei jeder Zuckerkonzentration ein durch den Phosphat- 
zusatz hervorgerufener Knick auf, welcher bei 50°, Umsetzung! des 
zugegebenen Zuckers gelegen ist. Bis zu diesem Knickpunkt ist aber die 
Gargeschwindigkeit von dem Phosphatzusatz nicht wesentlich beeinfluBt. 
Die durch den Phosphatzusatz hervorgerufene Garungshemmung be- 
trifft also nur (oder jedenfalls hauptsachlich) die Halfte der zugegebenen 
Zuckermenge. Von unserer Auffassung iiber die Vergérung der inter- 
mediadren Hexosemonophosphorsaure aus kénnen wir dies dadurch er- 
klaren, daB bei erhéhter Phosphatkonzentration in der Gérungsmischung 
die Dephosphorylierung des phosphorylierten 3-Kohlenstoffkérpers und 
damit auch die Vergérung des halben Zuckermolekiils erschwert wird. 
Ist, wie in diesem Falle, Phosphat im Uberschu8 vorhanden, so liegt die 
Méglichkeit fiir eine quantitative Kondensation der intermediaren 
Glycerinaldehyd-3-Phosphorsaéure zu schwervergairbarer Hexosediphos- 
phorsaure vor. 

Diese Méglichkeit besteht aber nicht, wenn in der Garungsmischung 
das zugegebene Phosphat dem Zucker gegeniiber im UnterschuB ist, und 
doch tritt auch in diesem Falle der Knickpunkt der Garkurve bei 50° 
Zuckerumsetzung auf. Wir wollen uns zuerst mit den bei 40° angestellten 
Versuchen beschaftigen (Abb. 6, 8. 262). Der Knick der Garkurve ist 
hier so scharf ausgepragt, daB wir praktisch von einer vergarbaren und 
einer nichtvergarbaren Halfte des Zuckers reden kénnen. Weil ja das 
Phosphat dem Zucker gegeniiber im Unterschu8 vorliegt, kann in diesem 
Falle die unvergarbare Zuckerhalfte nur teilweise aus Hexosediphosphor- 
séure bestehen?. 


1 50°, Umsetzung = 50°, der bei vollstandiger Vergaérung des zu- 
gegebenen Zuckers entwickelten Kohlenséuremenge. 2 DaB sie eventuell 
zum Teil in Form von Hexosemonophosphorsaure vorliegt, ist nach unseren 
Versuchen unwahrscheinlich. Die bisher ausgefiihrten Versuche erfordern 
jedoch eine sorgfaltige Erginzung mit Riicksicht auf die Phosphatbilanz. 
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Wenn wir wie friiher, von unserer Auffassung iiber die Vergarung 
der intermediaren Hexosemonophosphorsaure ausgehend, die Verhaltnisse 
deuten wollen, ist fiir uns die natiirliche Vermutung, daB, unter den ge- 
wahlten Versuchsbedingungen, nach der Aufspaltung der Hexose- 
monophosphorsaure nur der nicht phosphorylierte 3- Kohlenstoffkérper zu 
Kohlensaure vergoren wird, wahrend der phosphorylierte 3-Kohlenstoff- 
kérper nicht zu Kohlensaéure vergoren wird. Durch die hohe Phosphat- 
konzentration der Garungsmischung muB die Dephosphorylierung des 
phosphorylierten 3-Kohlenstoffkérpers erschwert sein und dadurch die 
Hexosediphosphorséurekondensation begiinstigt werden!. Zu einem ge- 
wissen Grade muB aber eine Dephosphorylierung stattfinden, um die 
Vergarung des tiberschiissigen Zuckers zu erméglichen. Méglich ist, daB 
diese Dephosphorylierung durch eine Umesterung zwischen dem Triose- 
phosphat und der Glucose zustande kommt (auf diese Frage werden wir 
spater, S. 276, zuriickkommen). 

Um die Diskussion der vorliegenden, ziemlich komplizierten Ver- 
haltnisse méglichst klar zu gestalten, wollen wir folgende formelmabige 
Anschauung heranziehen. Vorausgesetzt, daB die Garmischung von 
Anfang an 3 Molekiile Glucose und 2 Molekiile Phosphorsaéure enthalt, 
bestehen nach unserer Anschauung beim Knickpunkt folgende Be- 
ziehungen : 

2 CgHyo Og + 2 Hy PO, = 20g H,, 05.0. POsHy + 2 Hy 0 

2CgH,,0;.0.P0,;Hy = 2C,H,0; + 2C3H, 09.0. PO; Hy 

Cg Hy. Og + C3H; 0, .0.PO3Hy = Cy H,,0,.0.P03;H, + C,H, 0, 

C,H,,0, . 0.P0;H, = C,H,0; + C3H,0..0.P0;H, 

2 C3 H;0,. O. POgHy = CgHyo OQ, (OP Os Hoe) 

3 Cg Hy9 Og + 2Hg PO, = 3 Cg Hg Os + Cg Hy9O4 (OP Og Hy)g + C3HG 0s + 2 Hy 0. 
vergirbar nicht vergarbar 

Das oben angegebene Schema entspricht den Verhaltnissen bei 40° 
in éiner Garungsmischung bestehend aus 300 mg Glucose und einer mit 
200 mg Glucose aquivalenten Menge Phosphat (Abb. 6, S. 262). Beim 
Knickpunkt sind etwa 42 cem CO, entwickelt worden, was ziemlich genau 

der vollstandigen Vergaérung von 150 mg Hexose (bzw. Triose) entspricht. 
Die Phosphorsaure ist beim Knickpunkt quantitativ verestert und liegt 
als Hexosediphosphorséure*, einer Hexosemenge von 100 mg ent- 
sprechend, vor. Von der zugesetzten Zuckermenge, 300 mg, liegt beim 


' Nach Meyerhof u. Lohmann, diese Zeitschr. 271, 101, 1934, ist das 
Gleichgewicht 2 Triosephosphat = Hexosediphosphorséure schon bei einer 
sehr kleinen Konzentration der phosphorylierten Komponenten stark zu- 
gunsten der Hexosediphosphorsaurebildung verschoben. — ? Wenigstens 
ist dies bei der Rohrzuckervergirung der Fall. Wir wollen aber auch 
an dieser Stelle die Notwendigkeit eines fortgesetzten eingehenden Studiums 
der Phosphatbilanz ausdriicklich betonen. 
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Knickpunkt ein Defizit von 50 mg in unphosphorylierter, unvergarbarer 
Form vor. Wird der ZuckeriiberschuB noch gréBer gewahlt, als in dem 
eben beschriebenen Falle, erhéht sich der prozentuale Betrag des beim 
Knickpunkt vorhandenen Zuckerdefizits. Enthalt die Reaktions- 
mischung z. B. 200 mg Glucose und eine Menge Phosphat, die mit 
100 mg Glucose aquivalent ist (Abb. 6, S. 262, vgl. auch Abb. 11 und 12, 
S. 269 und 270), so besteht beim Knickpunkt folgende Gleichung!: 
4.Cg Hy, 0g + 2Hg PO, — 403 Hg 05 + Cg H 90, (OP O5 Ha) + 2C; Hy Os + 2H, 0. 

vergirbar nicht vergarbar 

Nach der Auffassung, die in dem obigen Schema entwickelt worden 
ist, soll dieses Defizit aus einer Triose bestehen, die unter den gegebenen 
Versuchsbedingungen nicht vergoren wird. Da es sich um in der Re- 
aktionsmischung noch zuriickbleibende, unveranderte Glucose kaum 
handeln kann, die aus irgendeinem Grund in dem System nicht mehr 
vergoren wird (durch einen Zufall eben bei diesem charakteristischen 
Punkt der halftigen Umsetzung der insgesamt zugesetzten Glucose), geht 
aus folgendem Versuch hervor: Nachdem der Knickpunkt erreicht ist, 
ruft ein nachtraglicher Zusatz von Phosphat keine Aktivierung der 
Garung hervor. Wird aber gleichzeitig mit dem Phosphat Glucose zu- 
gegeben, so wird diese mit groBer Geschwindigkeit vergoren (Abb. 11, 
8. 269). Von Interesse ist ferner, daB, nachdem der Knickpunkt erreicht 
worden ist, die Zugabe einer weiteren Portion Trockenhefe eine Garung 
hervorruft, die mit maBiger Geschwindigkeit verlauft, um plétzlich auf- 
zuhéren, nachdem eine Kohlenséuremenge entwickelt worden ist, die 
den aus 50 mg Glucose (bzw. Triose) maximal méglichen Betrag nicht 
erheblich tiberschreitet (Abb. 11, S. 269). 

Die nahere Erforschung der chemischen Natur des beim Knickpunkt 
vorliegenden unvergarbaren, nicht phosphorylierten Zuckers muB einer 
nachfolgenden Untersuchung vorbehalten bleiben. Auf Grund der bisher 
erzielten Ergebnisse sind wir zu der Annahme geneigt, daB wir es hier mit 
einer Triose zu tun haben. Es soll aber ausdriicklich betont werden, dai 
dies nur eine Vermutung ist, und daB wir keineswegs behaupten wollen, 
da8 durch unsere bisherigen Versuche die Annahme von dem Auftreten 
einer Triose an dieser Stelle hinreichend begriindet ist. Es mag erwahnt 
werden, daB die nach Erreichung des Knickpunktes fixierte Reaktions- 
mischung nach Beseitigung der Hefe und Phosphorsaureester (Aus- 
fallung mit CaCl, in 50°,iger alkoholischer Lésung) ein starkes Re- 
duktionsvermégen besitzt. So wird z. B. Fehlings Lésung und auch 
KMnO, reduziert. Nach schwacher Alkalisierung wird bei Zimmer- 
temperatur Methylenblau mit groBer Geschwindigkeit reduziert (er- 
heblich rascher als durch eine in derselben Weise behandelte starke 


1 Ableitung der Gleichung aus den Teilreaktionen wie oben. 
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Glucoselésung). Aus der durch Eindampfung stark konzentrierten 
Lésung wurde nach Kochen mit Phenylhydrazinacetat nur eine sehr 
geringfiigige Menge Glucosazon erhalten (weniger als 3°, der aus dem 
Zuckerdefizit berechneten Menge). Nach Abtrennung des Osazons gibt 
die Lésung mit Resorcin-Schwefelséure noch starke Rotfarbung. 


Wir wollen jetzt auf die oben erwahnte, hypothetische Umesterung 
zwischen Glucose und dem intermediaren Triosephosphat zuriickkommen. 
Unsere Vermutung ist dadurch begriindet, daB bei Phosphatunterschuf 
(z. B. 200 mg Glucose + Phosphat aquivalent mit 100 mg Glucose) die 
Garung mit groBer Geschwindigkeit verlauft, bis bei 50 °,, Umsetzung der 
zugegebenen Glucose ein Knick auftritt, wahrend nach diesem Knick 
nachtraglich zugesetzte Glucose (ohne Phosphatzusatz) langsam ver- 
goren wird (Abb. 11, 8. 269). Im letzteren Falle ist bei dem Zeitpunkt, 
wo die Glucose zugegeben wird, das Triosephosphat schon zu Hexose- 
diphosphorséure kondensiert. Im vorigen Falle hat dagegen der zu- 
gegebene GlucoseiiberschuB die Gelegenheit mit dem intermediar auf- 
tretenden Triosephosphat in Reaktion zu treten. Es kommt uns plausibel 
vor, daB dabei eine Dephosphorylierung des Triosephosphats durch eine 
Umesterung zwischen diesem Intermediaérprodukt und der Glucose 
zustande kommt. 

Beziiglich der Ursachen der fehlenden Kohlenséureentwicklung aus 
dem intermediaéren Triosephosphat unter den oben geschilderten Ver- 
suchsbedingungen erlaubt das vorliegende Versuchsmaterial noch keine 
eindeutige Erklarung. Wir kénnen uns also bis auf weiteres nur der 
Hilfshypothesen bedienen, die hier mit dem Zweck vorgelegt werden, die 
gewonnenen Erfahrungen soweit wie méglich in iibersichtlicher Weise 
zusammenzufassen. Den geradlinigen Garverlauf bei 30° ohne Zugabe 
von Phosphat haben wir bei 40° nicht realisieren kénnen (Abb. 5, 8. 261). 
Nur ein sehr geringes Stiick verliuft hier die Garung mit groBer Ge- 
schwindigkeit, wonach die Garkurve allmahlich abbiegt. Dies kann darin 
seinen Grund haben, daB bei dieser hGheren Reaktionstemperatur eine 
rasch verlaufende Destruktion irgendeines fiir den geradlinigen Gar- 
verlauf wesentlichen Faktors in der Trockenhefe stattfindet!. DaB beim 
Knickpunkt eine wesentliche Destruktion des Fermentsystems statt- 
gefunden hat, geht daraus hervor, daB bei Herabsetzung der Reaktions- 
temperatur auf 30° keine weitere Vergarung in Gang kommt und auch 
jetzt zugegebene Glucose mit niedriger Geschwindigkeit vergoren wird 
(Abb. 12, S. 270). Andererseits hat das Fermentsystem noch das Ver- 


' Wie in der nachfolgenden Arbeit gezeigt werden soll, verandert sich 
der Charakter eines geradlinig géirenden Trockenhefepraparats bei Be- 
handlung mit Wasser schon in kurzer Zeit, und zwar so, da die Trockenhefe 
jetzt mehr die Eigenschaften eines Mazerationssaftes annimmt. 
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mégen bei 40° eine zugegebene Zuckermenge rasch zu vergéren, wenn 
gleichzeitig mit dem Zucker Phosphat zugegeben wird. Unabhangig von 
der zugegebenen Phosphatmenge knickt auch jetzt die Garkurve bei 
50% Umsetzung des Zuckers um (Abb. 11, 8. 269). Diese Befunde stehen 
mit der Annahme im Einklang, daB das Fermentsystem bei 40° irgend- 
ein Prinzip verliert, das fiir die Vergarung der aus dem Triosephosphat 
freigelegten Triose notwendig ist. 

Bei 30° verlauft, wie erwahnt, die Garung wesentlich anders als bei 
der héheren Reaktionstemperatur. Ohne Zugabe von Phosphat wird bei 
30° der Zucker nach einer geradlinigen Garkurve vergoren, die im Prinzip 
von derjenigen der frischen Hefe nicht abweicht. Bei UberschuB von Phos- 
phat tritt ein definierter Knick der Garkurve bei 50°, Umsetzung der 
Zucker auf, genau wie es bei 40° der Fall ist. Bei Garversuchen mit Phos- 
phatmengen, die dem Zucker gegeniiber im UnterschuB sind, kommt aber 
ein prinzipieller Unterschied zwischen den bei 30° und 40° ausgefiihrten 
Garungen zum Vorschein. Die Phosphatzugabe ruft auch bei 30° eine 
Hemmung der Gargeschwindigkeit hervor, die etwa in der Mitte der Gir- 
kurve einzusetzen scheint (Abb. 4, S. 260). Im Gegensatz zu den Ver- 
haltnissen bei 40°, wo die Garung bei 50%, Zuckerumsetzung praktisch 
aufhort, ist bei 30°, nachdem die Halfte des Zuckers umgesetzt ist, die 
Gargeschwindigkeit, wenn auch bedeutend reduziert, doch noch ver- 
haltnismaBig groB, und die Garung geht weiter, bis die zugegebene 
Zuckermenge vollkommen zu Kohlenséure vergoren ist. Von der Ein- 
wirkung des Phosphats auf die Garung bei 30° machen wir uns folgende 
Vorstellungen. Im Fermentsystem ist bei dieser Temperatur das Prinzip 
wirksam, das fiir die rasche Vergérung der aus dem intermediaren 
Triosephosphat hervorgegangenen Triose notwendig ist. Wenn zu der 
Gaérungsmischung kein Phosphat zugegeben worden ist, geschieht die 
Dephosphorylierung des Triosephosphats mit groBer Geschwindigkeit, 
und die Garkurve erhalt dann naturgemaB einen geradlinigen Verlauf, 
bis sie schlieBlich wegen Substratmangels abbiegen muB. Bei sukzessiv 
gesteigerter Phosphatkonzentration in der Garungsmischung wird nach 
und nach die Dephosphorylierung des Triosephosphats und dadurch die 
Vergarung des halben Zuckermolekiils erschwert. Offenbar mu8 unter 
diesen Verhaltnissen bei Phosphatkonzentrationen, die dem Zucker 
gegeniiber verhaltnismaBig niedrig sind, der Knick der Garkurve weniger 
ausgesprochen sein. Schon der Umstand, daB die Gargeschwindigkeiten 
wahrend der zwei Garungsphasen in einem derartigen Falle nicht so weit 
verschieden sind wie bei 40°, kommt in dieser Richtung zur Geltung. Die 
Lage des Knickpunktes kann ferner dadurch bedingt sein, daB es wahrend 
der ersten Garungsphase eventuell zu einer gewissen Vergdérung des 
Triosephosphats kommt. Hierdurch wiirde sich der Knickpunkt nach 
oben verschieben, was jedoch wenigstens teilweise dadurch kompensiert 
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werden diirfte, daB, wenn wir uns dem Mittelpunkt der Garkurve nahern, 
die noch nicht angegriffene Glucose in niedriger Konzentration vorliegt. 

In destruierten Zymasesystemen (Mazerationssaften, Apo-Zymase- 
praparaten usw.) ist die Gargeschwindigkeit der Hexosediphosphorsaure 
bekanntlich ungleich kleiner als die des nicht phosphorylierten Zuckers. 
In friiheren Arbeiten! haben wir wiederholt betont, daB wir auch aus 
anderen Griinden verhindert sind, wahrend der raschen Veresterungs- 
periode in derartigen Zymasesystemen die Hexosediphosphorsaure als 
Durchgangsstufe anzunehmen. Wir haben jetzt gefunden, daB die 
Hexosediphosphorséiure nur sehr langsam vergoren wird, auch wenn 
eine Trockenhefe mit intaktem Fermentsystem verwendet wird, die ohne 
Zugabe von Phosphat eine zugegebene Zuckermenge nach einer gerad- 
linigen Garkurve vollsténdig vergirt. Nach unseren Befunden diirfte 
also auch fiir die Garung in dem intakten Fermentsystem kaum ein 
Grund vorliegen, die Hexosediphosphorséure als Durchgangsstufe zu 
betrachten. 

Diese Arbeit ist die III. Mitteilung aus der von Prof. J. Runnstrém 
gegriindeten Forschungsgemeinschaft fiir experimentelle Biologie, welche 
von der Rockefeller Foundation unterstiitzt wird. Herrn Prof. Dr. J. Runn- 
strém danken wir auch hier bestens fiir seine wohlwollende Férderung 
unserer Arbeit. 


1 Nilsson, diese Zeitschr. 258, 198, 1933; Sv. kem. tidskr. 46, 24, 1934. 
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Nephelometrische Untersuchungen der Bluteiwei6kérper. 
Ill. Mitteilung: 
Uber das Wesen der Eiweif-Sulfosalicylsiuretriibungsreaktion. Ein Beitrag 
zur Frage der Beziehung der Serumeiweif8kérper zueinander. 
Von 
Kurt Plotner, 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik in Jena). 
(Eingegangen am 16. Mai 1936.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In unserer letzten Mitteilung! konnten wir zeigen, daB gleiche 
SerumeiweiBmengen verschiedener Herkunft auf Zusatz von Sulfosalicyl- 
siure ganz verschiedene Triibungen hervorrufen und daB ein Zusammen- 
hang zwischen Senkung, Albumin-Globulinquotient und dem Sulfo- 
salicylsduretriibwert besteht. Das Ergebnis der angefiihrten Arbeit gab 
die Anregung, die Sulfosalicylsduretriibungsreaktion einem genaueren 
Studium zu unterziehen, da die Méglichkeit bestand, daB sie uns iiber 
strukturelle Fragen gewisse Aufschliisse geben konnte. 

Um das Wesen der Sulfosalicylsiuretriibung genauer zu erforschen, 
untersuchten wir quantitativ messend die Triibungen, die der Zusatz von 
Sulfosalicylséure auf die isolierten EiweiBfraktionen des Serums Albumin 
und Globulin und auf willkiirlich hergestellte Mischungen beider EiweiB- 
kérper hervorrief. 

Wir iiberpriiften zuerst, ob das Vorhandensein von Ammonium- 
sulfat einen EinfluB auf die Intensitaét der entstehenden Triibungen hat. 

Die Messung des Sulfosalicylsauretriibwertes erfolgt immer in einem 
Gesamtvolumen von 20 cem. 1 cem im Verhiltnis 1: 100 verdiinntes Serum 
wird in 19 cem 10 °%ige Sulfosalicylsiure eingetropft. Nach einer Reifungs- 
zeit von wenigstens 10 Minuten wird im Zeissschen Nephelometer der 
Triibwert bestimmt!. 

Der Sulfosalicylséuretriibwert einer im oben angegebenen Verhiiltnis 
verdiinnten SerumeiweiBlésung wurde festgestellt, dann wurde zu 1 ecem 
des Ausgangsserums | cem gesattigte Ammoniumsulfatlésung hinzugefiigt. 
Nach mehrstiindigem Stehen wurde diese Ammoniumsulfat-EiweiBmischung 
wieder im Verhiltnis 1: 100 verdiinnt und der Triibwert bestimmt. 


Ks ergab sich, daB® keinerlei Anderungen des Triibwertes eingetreten 
waren. Diesen Versuch wiederholten wir mit verschiedenen Seren und 
kamen immer wieder zu dem gleichen Ergebnis. Hieraus ist mit Be- 
stimmtheit der SchluB zu ziehen, da} durch die Einwirkung einer halb- 

1 Diese Zeitschr. 286, 135, 1936. 
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gesattigten Ammoniumsulfatlésung auf das SerumeiweiB keine Ver- 
anderungen des EiweiBmolekiils vor sich gehen, soweit sie die triibenden 
Kigenschaften desselben mit Sulfosalicylsaure betreffen, eine Tatsache, die 
bereits bekannt ist. 

Nach dieser Feststellung ist es also als unnétig anzusehen, die mittels 
Ammoniumsulfathalbsattigung gewonnenen  EiweibBfraktionen vom 
Neutralsalz zu befreien, da dessen Anwesenheit keinen EinfluB auf den 
Triibwert hat. Der relative Triibwert eines normalen Serums betrug 
z. B. 450. Die isolierten und mdéglichst gereinigten EiweibBfraktionen 
wurden wieder im Verhaltnis Ll : 100 verdiinnt. Das Albumin aus unserem 
Serum, das ungefahr 70°, des Gesamteiweibes betrug, hatte nun einen 
relativen Triibwert von 625. Obwohl also die EiweiBmenge um 30°, 
geringer ist, steigt der Triibwert von 450 auf 625. Der Triibwert der ent- 
sprechend verdiinnten Globulinfraktion betrug 77. Mischt man die 
Albuminmenge, die dem Triibwert 625 entspricht, mit der vorher ab- 
getrennten Globulinmenge vom Triibwert 77, so erhalt man nach Zusatz 
von Sulfosalicylsture wieder den Triibwert 450. 

Die Erscheinung, da} Albumin auf Zusatz von Sulfosalicyvlsaure starker 
triibend wirkt, als Globulin und Fibrin, ist von Hartl und Starlinger! an 
ihren gereinigten Proteinaten beobachtet worden. Diese Autoren kamen zu 
folgendem Ergebnis: ,,Wahrend bei den nicht getriibten Proteinaten de: 
Dispersitatszustand der Albuminate am feinsten, der der Fibrinogenate am 
groébsten angenommen werden miiBte, ergibt sich fiir die Proteinat- 
triibungen ein voéllig anderes, sehr merkwiirdiges Verhalten. Denn es zeigte 
sich, daB die Albuminate mindestens ein gleich starkes, meist aber ein viel 
stirkeres Tyndall-Licht als die Globulinate und Fibrinogenate abbeugen. 
Gilt also die Rayleighsche Beziehung auch unter diesen Umstinden, so 
miiBte man ein gréBeres Teilchenvolumen der getriibten Albuminate als 
der Globulinate und Fibrinogenate annehmen, dies aber mul doch einiger- 
maBen unwahrscheinlich erscheinen, trotzdem die schon angefiihrte Beob- 
achtung, daB das Beugungslicht der Albuminate den r6étlichsten Farbton 
aufweist, im gleichen Sinne verwertet werden kénnte.* 

Die Beobachtung von Starlinger und Hartl, die diese Autoren die 
Moéglichkeit diskutieren lie}, daB die getriibten Albuminmolekile gréBer 
sein kénnten als die getriibten Globulinmolekiile, konnten wir bestatigen. 
Unser oben angefiihrter Versuch ergab in Ubereinstimmung mit den ge- 
nannten Autoren, da das aus normalem Serum gewonnene Albumin 
auf Zusatz von Sulfosalicylsiure wesentlich starker triibende Eigen- 
schaften hat als das héher molekulare Globulin. Als neue Erkenntnis 
konnten wir hinzufiigen, daB der Zusatz von Globulin zur Albumin- 
losung eine Verminderung des Triibwertes zur Folge hat, und zwar so, dali 
bei Zusatz der vorher aus dem Serum abgetrennten Globulinmenge der 
friihere Triibwert wieder erhalten wird. 


' Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 60, 314, 1927. 
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Um diese Erscheinungen genauer zu studieren, versetzten wir gleich- 
bleibende Mengen Albumin mit steigenden Mengen Globulin und_be- 
stimmten nach Zusatz von Sulfosalicylsiure jeweils den Triibwert der 
EiweiBmischungen. 


Wir verwandten normales Serum und stellten uns durch Ammonium- 
sulfatfallungen und mehrmaliges Auswaschen mit 50°,iger Ammonium- 
sulfatlésung méglichst reines Globulin her. Zur Verwendung kam eine 
Globulinlésung, die im cem 0,246 mg Globulin enthielt. Im Versuch 1 
wurden steigende Mengen Globulin mit Sulfosalicylsiure getriibt. Die 
Triibwerte sind, wie zu erwarten war, den Globulinmengen proportional. 
Die Albuminlésung enthielt im Versuch 2 0,265 mg Albumin pro cem, im 
Versuch 3 0,133 mg. Es wurde so vorgegangen, dai 1 cem Albumin mit 
1 bis 5eem Globulin vermischt wurde und dann diese Eiweifimischungen 
in 10° ige Sulfosalicylsiurelésung eingetropft wurden. Da das End- 
volumen immer 20 ecm betragen muB, wurden im letzteren Falle, da 6 cem 
EiweiBlésung vorlagen, 14 ccm Sulfosalicylsiure hinzugefiigt. 


Versuch 1 (Kurve 1). 





Globulin Gesamt- Absoluter Globulin Gesamt- Absoluter 
mg Eiweii Triibwert mg Fiweif Triibwert 

0,246 0,246 0,0129 0,738 0,738 0.0394 

0.492 0,492 0.0261 0.984 0.984 0.0518 


Versuch 2 (Kurve 2). 








Albumin Globulin Gesamt-  Absoluter | Albumin Globulin Gesamt- Absoluter 
mg mg Eiweif — Triibwert mg mg Eiweib Triibwert 
0,265 0,000 0,265 0,0525 0.265 0,373 0,638 0,0308 
0,265 0,123 0,388 0.0332 0,265 0,492 0.757 0.0364 
0,265 0.246 0.515 0.0303 0,265 0,738 1,003 0.0500 

Versuch 3 (Kurve 8). 

Albumin Globulin Gesamt-  Absoluter [| Albumin Globulin Gesamt- Absoluter 

mg mg EiweibB Triibwert mg mg Eiweib Triibwert 


0,133 0.090 0,133 0.0268 0,133 0,373 0,506 00233 
0,133 0,123 0,256 0,0125 0,133 0,492 0.625 0.0312 
0,133 0,246 0,38: 0.0154 0,133 0,738 0,871 0.0440 


Aus den gemessenen Triibwerten ergibt sich, daB ein Zusatz von 
wenig Globulin zu einem steilen Abfall des Triibwertes fiihrt, daB auf 
weiteren Zusatz ein Triibungsminimum erreicht wird und dab dann der 
Triibwert proportional zu den zugesetzten Globulinmengen ansteigt. 

Zur Veranschaulichung sind die Ergebnisse kurvenmabig dargestellt. 

Aus den Kurven ist zu entnehmen, daB das Triibungsminimum 
ungefahr beim Zusammentreffen gleicher Globulin- und Albuminmengen 
liegt. Diese Erscheinung, da8 der Triibwert einer Albuminlésung auf 
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Zusatz kleiner Globulinmengen stark abfallt, um nach Erreichung eines 
Minimums sich proportional zu den zugesetzten Globulinmengen zu ver- 
halten, war durchaus nicht zu erwarten, da der gréBeren EiweiBmenge 
ein wesentlich geringerer Triibwert entspricht. 

Hartl und Starlinger diskutieren die Méglichkeit, daB ihre gréBeren 
Albuminattriibungen auf gréBerem Teilchenvolumen beruhen. Wir 
glauben, die Tatsache der hohen spezifischen Albumintriibungen mit der 
wesentlich gréBeren Teilchenzah! und dem natiirlich kleineren Teilchen- 
volumen ohne weiteres erklaren zu k6nnen. Man kann es auch nicht als 

ein ,,vOllig anderes und sehr merk- 
006 - wiirdiges Verhalten‘’ bezeichnen, 
wenn bei den nicht getriibten 
Proteinen die T'yndall-Intensitat 
der Albuminate am geringsten und 









90528, 0265 mg Albumin 
305 oe 


die der Fibrinogenate am gréBten 





vr ist, entsprechend der verschiedenen 

GréBe der EiweiBmolekiile. Der 
90} —| eel 4 edcest Tyndall-Effekt des Albumins ist 
20268 0, 133 mg Albumin ‘ vier- bis achtmal niedriger als der 
™ des Globulins und zwei- bis vier- 


mal geringer als im Vollserum. 
Die Fibrinmolekiile sind so grof, 
gor} —+ ane Sneen Sanen iene ae daB sie ein kraftiges T'yndall-Licht 
abbeugen, wahrend die Albumin- 
molekiile schon fast unterhalb der 
ia halla Gobutin 46 47 48 4979 Tymdall-Licht abbeugenden Mole- 
Ghd. kilgr6Be liegen. Durch den Zu- 
satz von Sulfosalicylséure wird nun 
jedes Globulin- und Albuminmolekiil unserer Ansicht nach zu einem 
triibenden Teilchen. Wahrend man vorher EiweiBlésungen vor sich 
hat, so liegt jetzt eine auBerst feine Suspension von triibenden Teil- 
chen vor. Es handelt sich also um zwei voéllig verschiedene Zustands- 
formen. Wenn Hartl und Starlinger auf eine Erklarung ihrer Ergeb- 
nisse verzichten, so glauben wir, daB diese Erklarung durchaus 
gegeben werden kann. 

Bei den ungetriibten Proteinaten ist die Tyndall-Intensitat 
der grobdispersen Fibrinogenate am gréBten, da die groBen Fibrin- 
molekiile ohne Zusatz eines triibenden Mittels von sich aus ein intensives 
Tyndall-Licht abbeugen. Eine reine Albuminlésung hat auf Grund ihrer 
feinen Dispersitat diese Eigenschaft nicht und steht in dieser Be- 
ziehung den Kristalloiden naher. Die sehr kleinen und zahlreichen 
Albuminmolekiile rufen im ungetribten Zustand nur eine auBerst 
geringe Triibung hervor. Vollig anders liegen natiirlich die Verhaltnisse, 
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wenn man die spezifischen Sulfosalicylsauretriibungen der einzelnen 
KiweiBkérper vergleicht. Die kleinen Albuminmolekiile, die fiir sich 
keine Triibung hervorrufen, werden durch Zusatz von Sulfosalicylséure 
plétzlich zu triibenden Teilchen, und da die Zahl der kleineren Albumin- 
molekiile naturgemaB wesentlich gréBer ist, so ist nach dem Rayleigh- 
schen ¢ — ».v*, da n wesentlich gréBer ist, auch 7, also der Triibwert 
wesentlich gr6éBer geworden. Der Triibwert einer mit Sulfosalicylsaure 
getriibten Albuminlésung ist ungefaéhr viermal gréBer als der einer 
Globulinlésung. Dieses gerade umgekehrte Verhalten der getriibten und 
nicht getriibten EiweiBkérper ist kein merkwiirdiges Verhalten, sondern 
wird durch die bestehenden Verhaltnisse und durch die Giiltigkeit des 
Rayleighschen Gesetzes geradezu gefordert. 

Zur Erklarung der iiberraschenden Tatsache, dab die zu Albumin- 
lésungen in steigenden Mengen zugesetzten Globulinlésungen zuerst 
einen steilen Abfall des Triibwertes, dann ein Triibungsminimum und 
schlieBlich ein den zugesetzten Globulinmengen proportionales An- 
steigen der Triibwerte bedingen, war eine Hypothese erforderlich. 


Um eine Erklérung zu geben, nehmen wir an, daB ein Eiweib- 
molekiil, z. B. ein Albuminmolekiil, mit einem Molekiil Sulfosalicylsaure 
eine feste Bindung eingeht und hierdurch ein triibendes Teilchen bildet. 
Genau die gleiche EKigenschaft hat ein Globulinmolekiil. Befinden sich 
nun in einer EiweiBlésung sowohl Albumin- wie Globulinmolekiile, so 
muB ein Teil der ,, Valenzen*’, die vorher mit Sulfosalicylsaure reagierten, 
abgesattigt sein, da der Zusatz von Sulfosalicylsaure einen geringeren 
Triibwert ergibt. 

Das Triibungsminimum liegt nun beim Zusammentreffen gleicher 
Gewichtsmengen Albumin und Globulin. Das Molekulargewicht des 
Globulins betragt nach Svedberg ungefahr 105000, das des Albumins 
45000 (Sdrensen) bis 47500 (Svedberg). Lassen wir die Frage der weiteren 
Aufteilung der Albumine und Globuline in grébere und feinere disperse 
Fraktionen auBer acht und nehmen wir an, da das Molekulargewicht der 
Globulinmolekiile durchschnittlich doppelt so groB sei wie das der 
Albuminmolekiile. Aus der Festlegung des Triibungsminimums bei 
ungefaihr gleichen Gewichtsmengen Albumin und Globulin ware die 
Folgerung zu ziehen, daB Molekilaggregate im SerumeiweibB bestehen, 
und zwar derart, daB auf 1 Molekiil Globulin 2 Molekiile Albumin 
treffen. Die molekulare Bindung miiBte so stark sein, daB die normaler- 
weise auf Zusatz von Sulfosalicylsiure zu den einzelnen Fraktionen 
auftretende Triibung nicht in der iiblichen Weise erhalten wird. Anderer- 
seits ist durch Aussalzen diese molekulare Bindung leicht lésbar, jedoch 
wird durch Verdiinnung des Neutralsalzgehaltes die Trennung riickgangig 
gemacht. 
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Um eine Stiitze fiir unsere obigen Annahmen beizubringen, be- 
stimmten wir. von einer Albumin- und von einer Globulinlésung den 
Sulfosalicylsauretriibwert der einzelnen Lésungen und den Triibwert der 
vorher gemischten EiweiBlésung. Sollte unsere Annahme richtig sein, 
so miuBte sich beim Mischen der einzeln getriibten Lésungen (unter 
Beriicksichtigung der veranderten Volumenverhaltnisse) ein gréBerer 
Triibwert ergeben als derjenige, der bei Triibung der vorher gemischten 
EiweiBkérper erhalten wurde. 

Das Ergebnis dieser Triibwertbestimmung war folgendes: 

Von normalem Serum wurde eine Albumin- und Globulinlésung 
hergestellt. lcem der verdiinnten Albuminlésung in 19ccem_ Sulfo- 
salicylsaure eingetropft ergab einen relativen Triibwert von 385, lceem der 
verdiinnten Globulinlésung einen Triibwert von 88. 

Mischt man | cem der Albuminlésung mit 1 cem der Globulinlésung 
und tropft diese Mischung in 18 ccm Sulfosalicylsdure ein, so erhalt man 
einen Triibwert von 247, ein Ergebnis, wie es nach unseren vorstehenden 
Untersuchungen zu erwarten war. Tropft man von derselben Albumin- 
losung leem in 18 ccm Sulfosalicylséure ein und fiigt dann zu dieser 
getriibten Lésung 1 ccm der obigen Globulinlésung hinzu, so erhalt man 
einen Triibwert von 467, also praktisch den additiven Triibwert 
(385 + 88 73). 

Dieses Ergebnis kénnen wir als Bestatigung fiir unsere Annahme 
bestehender molekularer Bindungen zwischen Albumin und Globulin im 
nativen Serum werten. Wir sind uns dariiber klar, daB unsere Erklarung 
einen durchaus spekulativen Charakter besitzt, jedoch wird das kaum den 
Wert der experimentellen Ergebnisse mindern. Vielleicht ergeben sich 
aus weiteren Untersuchungen, besonders am pathologischen Material, 
noch neue Gesichtspunkte. 


Zusammenfassung. 

Es wird gezeigt, daB der Sulfosalicylsauretriibwert einer Albumin- 
lésung auf Zusatz geringer Globulinmengen stark abfallt und nach 
Erreichung eines Minimums sich proportional zu den zugefiigten Globulin- 
mengen verhalt. 

Es wird versucht, dieses experimentelle Ergebnis mit der Annahme 
von molekularen Bindungen zwischen Albumin- und Globulinmolekiilen 
zu erklaren, und zwar derart, daB Molekiilkomplexe, die aus 1 Molekiil 
Globulin und 2 Molekiilen Albumin bestehen, gebildet werden. 
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Uber die Wirkungsbedingungen des Kathepsins in den Geweben 
regenerierender Organe von Amphibien. 


Von 
W.N. Orechowitsch. 
(Aus dem Institut fiir experimentelle Morphogenese in Moskau.) 
(EBingegangen am 18, Mai 1956.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die in einer vorangehenden Mitteilung! beschriebene Steigerung 
der Kathepsinwirkung regenerierender Organe kann entweder auf einer 
Erhéhung der Fermentmenge oder auf gesteigertem Auftreten von 
Aktivatoren beruhen. Wenn ausschlieBlich der letztere Umstand fiir die 
Aktivitatssteigerung verantwortlich ware, dann mifBten bei maximaler 
Aktivierung der Proteasen unter vollstindig identischen Versuchs- 
bedingungen iibereinstimmende Werte der Kathepsinwirkung erhalten 
werden, unabhangig davon, aus welchen Geweben (regenerierenden oder 
nichtregenerierenden) das Ferment genommen wird. 

Zur Aktivierung des Kathepsins wurde einerseits H,S verwendet, ein 
Aktivator, welcher den lebenden Geweben nicht eigen ist, andererseits 
Cystein, ein natiirlicher Aktivator der Gewebeproteasen, welcher in den 
Geweben auch bei normalen Bedingungen vorhanden ist. Als Versuchs- 
material wurden Axolotl im Alter von 9 bis 10 Monaten und Kaulquappen 
(Pelobates fuscus) in einem Stadium, wo die vorderen Extremitaten noch 
nicht durchgebrochen waren, verwendet. Aus den Geweben der regene- 
rierenden und normalen NSchwiinze dieser Tiere wurden saure Glycerin- 
extrakte hergestellt. Es wurden fiinf- bis sechstagige Regenerate von 
Kaulquappen und 12- bis l4tagige Regenerate von AxolotiIn verwendet. 
Die Aktivitat des Ferments wurde nach der Intensitaét der Autolyse der 
Gewebe und nach der Intensitaét der Spaltung von 8 °oiger Gelatinelésung 
durch die Extrakte beurteilt. 

Versuchsansatz mit Gelatine: | bis 1,5 cem Extrakt — 2 cem 8 °oige 
Gelatinelésung (mit Thymol) -- 1,5 bis 2 cem Citratpuffer, py 4,4 + 5 bis 
10 mg Cystein (in der Kontrolle kein Cystein) wurden in einen LO cem-Meb- 
kolben gebracht. Das Gemisch wurde durchgeschiittelt und 24 Stunden im 
Thermostaten bei 38° C aufbewahrt. Uber die Verdauungsbedingungen des 
Substrats in Anwesenheit von H,S siehe weiter unten. 


Die Autolyse wurde unter folgenden Bedingungen untersucht: 
500 mg Gewebe wurden sorgfaltig mit Sand zerrieben und in einen 10 cem- 
Kolben gebracht, in welchen noch 4,5 ccm Citratpuffer, pu 4,4 (oder 
2,.5cem Puffer + 2cem Wasser) + Thymol + 5 bis 10mg Cystein (inder 
Kontrolle kein Cystein) hinzugefiigt wurden. Das Gemisch wurde sorg- 


1 W.N. Orechowitsch, Zeitschr. f. physiol. Chem. 224, 1934 
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faltig durchgeschiittelt und 24 Stunden im Thermostaten bei 38°C 
aufbewahrt. 

Titration nach Willstatter- Waldschmidt-Leitz in 1 cem Verdauungs- 
ansatz mit n/20 KOH. 


Experimentelles. 
1. Versuche an Kaulquappen. 

Ergebnisse mit Schwefelwasserstoff. Die Gelatinespaltung durch Extrakte 
aus nichtregenerierenden (normalen) Geweben steigt bei Zufiigung von 
0,06 cem Schwefelwasserstoffwasser im Vergleich mit dem nichtaktivierten 
Extrakt auf 106°, bei Zufiigung von 0,12 cem Schwefelwasserstoffwasser 
auf 153°). Nach Zusatz von 2,0cem Schwefelwasserstoffwasser beob- 
achten wir dagegen fast volle Hemmung der Spaltung (siehe Abb. 1). 

Extrakte aus Geweben der Regenerationsblasteme werden durch 
Schwefelwasserstoff praktisch nicht aktiviert. Extrakte aus Geweben der 
amputierten Organreste (der sogenannten anliegenden Gewebe) werden 
wohl aktiviert, aber nur unbedeutend (maximal auf 32°,). 

Bei Vergleichung der mit anliegenden Geweben normalen Geweben 
und Blastemgeweben erhaltenen Werte ergibt sich (Tabelle 1), daB bei 
maximaler Aktivierung der Extrakte aus diesen Geweben vollstandige 
Ubereinstimmung gefunden wird (normale 0,39, Blasteme 0,36, anliegende 


Tabelle I. Gelatinespaltung durch Extrakte aus Geweben nicht- 
regenerierender und regenerierender Organe der Kaulquappe 
bei Aktivierung durch Schwefelwasserstoff. 
0,5cem Extrakt + 250mg Gelatine + 5,0cem Puffergemisch, py 4,4 

Thymol. 





Gelatinespaltung mit Extrakten in Anwesenheit von 
Extr.kte aus Spaltung Schwefelwasserstoff (Schwefelwasserstoffwasser) 
Geweben ohne H.S 


0O5eem 1,0eem 2,0 cem 





0,06cem 0,12cem 0,25eem 


Nichtregene- 0,16 0.31 0,35 0,34 0,26 0,27 0,25 0.25 0,22 0,00 
rierende 0,36 0,41 0,45 0,27 0,39 0,27 0,02 
Gewebe 0,30 0,31 0,09 

0,13 
Blastem- 0,32 0,31 0,27 0,42 0,29 0.31030 038 — 0,04 
cewebe Schwan- 0,37 0,05 
kungen von 0,42 0,42 
0.30 bis 0,40 
Anliegende 0,31 0,38 0,37 0,39 0,40 0,40 0,384 0,387 0,41 0,08 
Gewebe Schwan- 0,40 0,45 0,10 
kungen von 0,42 0,43 
0,29 bis 0.37 
Mittelwerte : 

Nichtregene- 0.16 0,33 0,39 0,28 0,30 0,24 0,06 
rierende 
Gewebe 
Blastem- 0,32 0,31 0,35 0,36 | 0,34 ~ 0,04 
gewebe 

Anliegende 0,31 0,38 0,38 041 | 0,39 0,41 0,09 


Gewebe 
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Gewebe 0,41). Dabei finden wir fiir normale und anliegende Gewebe bei 
maximaler Aktivierung keine hdheren Werte als bei Spaltung des Substrats 
mit aktivierten Extrakten aus den Geweben der Blasteme. 

Es ergibt sich also, dai die Aktivitaét des Ferments von der Menge 
des Aktivators in den Geweben abhaingt und daB das Kathepsin in den 
Geweben der Regenerationsblasteme schon maximal aktiviert ist, weshalb 
die zusatzliche Einfiihrung von Aktivatoren wirkungslos ist. 

Da H,S in den Geweben 
nicht vorkommt, lassen sich 
hieraus noch keine end- | nh ssp magn Gewebe | 
giltigen SchluBfolgerungen ge - 
winnen. Wir haben daher 
weitere Versuche ausgefiihrt. 
Dabei erhielten wir Ergeb- 
nisse, welche sich scharf von 
den mit H,S gewonnenen 
unterscheiden. 

Bei Zufiigung von Cystein 
im UberfluB steigt die Ak- 
tivitat der Extrakte aus nor- 
malen Geweben auf 325°, 54 
und die Aktivitaét der Ex- 
trakte aus den Geweben des 
Regenerats auf 256°). Der 
nichtaktivierte Extrakt aus 
regenerierenden Geweben ist 
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Abb. 1. Intensitét der Gelatinespaltung mit 
Extrakten aus regenerierenden und_ nicht- 


zweimal aktiver als derselbe regenerierenden Geweben von Kaulquappen in 
Extrakt aus normalen Ge- Abhingigkeit von der Menge des HoS. Die 
weben. Bei Aktivierung mit Menge des H.S in cem Schwefelwasserstoff- 
einer groBen Menge von Cy- wasser. 


Tabelle I]. Gelatinespaltung mit Extrakten aus Geweben der 
nichtregenerierenden und regenerierenden Schwinze von 


Kaulquappen bei Aktivierung mit Cystein. 





Intensitét der Spaltung 

des Substrats mit nicht- 

aktivierten Extrakten 
aus Geweben 


Intensitit der Spaltung 
mit aktivierten 
Extrakten aus Geweben 
Verdauungsbedingungen 
Pcie a Stigige = : 
wenerate ; 
rierende Regenerat rierende 


5 tagige 
Regenerate 


_leem Extrakt + 2cem 8°/ige Gela- 

tinelosung + 2cem Citrat, pq 4,4 + 

Bie Cysteine ee Re 0,60 0.95 
1,5 cem Extrakt + 2cem 8 /pige 

Gelatinelésung + 1,5 cem Citrat, 


pu 4.4-5mg Cystein. ..... 0,91 — 
WMI on 5k Gets le ees 0,82 1,30 
Dasselbe, + 8,75 mg Cystein . . . . 0,59 1,19 
Dasselbe, + 10mg Cystein . . ... 0,50 1,11 


Mittelwert 0.68 1,14 016 0,32 
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stein vermindert sich der Unterschied, bleibt aber dennoch betrachtlich. Die 
Intensitat der Gelatinespaltung mit aktiviertem Extrakt aus Regeneraten 
ist um 67°, héher als mit aktiviertem Extrakt aus normalen Geweben. 


2. Versuche an Axolotln, 

Bei der Aktivierung der Extrakte aus Geweben regenerierender und 
normaler Axolotischwanze mit Cystein erhielten wir entsprechende Werte 
wie bei Kaulquappen. Die Aktivitaét des Kathepsins regenerierender Ge- 
webe ist um 213°, héher als die Aktivitat desselben Ferments aus normalen 
Geweben. Bei maximaler Aktivierung mit Cystein erhalten wir eine Er- 
héhung der Aktivitit des Kathepsins der normalen Gewebe um 407°, und 
eine etwas geringere Steigerung der Aktivitat des Kathepsins des Regenerats 
(161 °,). Der Unterschied 
zwischen der Aktivitat 
des Kathepsins regene- 
rierender und normaler 
Gewebe wird dabei etwas 
vermindert (Tabelle ITT). 

Der Unterschied in 
der Aktivitat, welcher 
Intensitat derSpaltung zwischen Extrakten aus 


der Gelatine mit Ex- Regenerat und normalen 
trakt aus Geweben : 


Tabelle II]. Gelatinespaltung mit Extrak - 
ten aus Geweben nichtregenerierender 
und regenerierender Schwanze von Axo- 
lotIn; Aktivierung mit Cystein. 
15cem Extrakt — 1,5 ceem Citrat, pq 4,4 
2cem 8°, ige Gelatinelésung. 





Geweben sogar bei maxt- 


nicht- 12 tigige maler Aktivierung — be- 

Bre. ae Regenerate stehen bleibt, kénnte da- 

mit erklirt werden, daB 

Omg Cystein. . . ... (0,14 0,09 0,44 0,22 das Ferment der Norm 
re ee A elesialragin 0.74 0.83 und des Regenerats mit 
in beet is wee 0.71 1.15 verschiedener Geschwin- 
MW 5 - pci ee 0,49 0,94 digkeit extrahiert wird. 
0,52 0,90 Wir haben daher Ver- 


suche angestellt, bei 
denen regenerierende und normale Schwiinze einer Autolyse unterworfen 
wurden. In diesem Falle ist das ganze Ferment (in Lyo- und Desmoform) 
an der Spaltung beteiligt (Tabelle IV). 


Tabelle IV. Autolyse der Gewebe des nichtregenerierenden und 
regenerierenden Axolotlschwanzes bei Aktivierung mit Cystein. 





on Kontrollversuch 
Autolyse der Gewebe ohne Cystein 


Verdauungsbedingungen , < . pease Waa FOES : 
8 Bung nicht- 12tigige I4tagige nicht- 12tagige l4tagige 
regene- Kegene- Regene- regene- Regene- Regene- 


rierende rate rate rierende rate rate 
500 me Gewebe + 4.5 cem Ci- 
trat, py 44+ 5mg Cystein 
+Thymol..... . 0,18 0,38 — 0,26 


Dasselbe, nur 10mg Cystein . 0,21 0,34 o 0,05 0,23 -- 
500 mg Gewebe + 2,5eem Ci- 
trat + 2cem Wasser + 10mg 
Cystein+ Thymol .... 0,16 — _ 0,10 — — 
0,16 


Mittelwert 0,18 0,34 0,38 0,07 0,23 0,26 
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Ebenso wie in den Versuchen mit den Extrakten beobachten wir auch 
hier einen ziemlich bedeutenden Unterschied in der Aktivitit des Kathepsins 
bei normalen und regenerierenden Geweben. Die Intensitat der Autolyse 
der Regeneratsgewebe ist 228°, héher als bei normalem Gewebe. Bei der 
Aktivierung der Autolyse mit Cystein erhalten wir ein etwas anderes Bild 
im Vergleich mit den Extrakten. Obwohl bei der Aktivierung mit Cystein 
die Intensitait der Autolyse der normalen Gewebe um 156°, steigt und die 
der Gewebe des Regenerats nur um 47 °,, so erreicht dennoch die Intensitat 
der Autolyse der normalen Gewebe nicht die GréBen, welche charakteristisch 
sind fiir die nichtaktivierte Autolyse, und ist bedeutend niedriger (um 88 °,) 
als die aktivierte Autolyse der Gewebe des Regenerats. 


Zusammenfassung. 

1. H,S aktiviert das Kathepsin regenerierender Gewebe nicht, und 
verhaltnismabig wenig das Ferment aus nichtregenerierenden (normalen) 
Geweben. 

2. Dureh Cystein wird das Kathepsin normaler Gewebe sehr stark, 
das Kathepsin der Gewebe des Regenerats in etwas geringerem Mabe 
aktiviert. Bei maximaler Aktivierung bleibt aber die Gelatinespaltung 
durch Extrakte aus Regenerationsgewebe starker als die Spaltung des 
gleichen Substrats durch Extrakte aus normalen Geweben. 

3. Die Intensitat der Autolyse der normalen Gewebe ist sogar bei 
maximaler Aktivierung mit Cystein niedriger als die Intensitat der nicht 
aktivierten Autolyse der Regeneratsgewebe. 








Uber den Umsatz von Adenosintriphosphorsiure im Muskel. 
IV. Mitteilung: 


Der Umsatz der Adenosintriphosphorsiure in den Muskeln von _ winter- 
schlafhaltenden Tieren. 


Von 
0. Feinschmidt. 


(Aus dem Laboratorium fiir Muskelchemie des Instituts fiir experimentelle 
Medizin in Charkow.) 


(Eingegangen am 22. Mai 1936.) 


Bei der Untersuchung des Umsatzes der Adenosintriphosphor- 
saure (ATP.) im Froschmuskel, konnten Ferdmann und Feinschmiadt (1) 
feststellen, daB ATP. im Muskel unter Abspaltung von anorganischem 
Pyrophosphat zerfallen kann; dieser Vorgang ist reversibel, die Zu- 
sammensetzung der Pyrophosphatfraktion des Muskels hangt von seinem 
funktionellen Zustand ab. Nach den Befunden von Ferdmann, Fein- 
schmidt und Dmitrenko (2) wird die bei der Abspaltung von Pyrophosphat 
entstehende freie Adenylséure nicht sogleich beseitigt, der ermiidete 
Muskel enthalt stets eine gewisse Menge von Adenylsaure. 


Aus diesen, an einer Tierart erhaltenen Befunden, kénnen natiirlich 
nur mit groBer Vorsicht allgemeine Schliisse gezogen werden. Im Rahmen 
einer in Angriff genommenen Reihe von vergleichenden biochemischen 
Untersuchungen haben wir den Umsatz der ATP. in den Muskeln eines 
Vertreters der Gruppe der winterschlafhaltenden heterothermen Tiere 
untersucht. Bei diesen Tieren ist die funktionelle Fahigkeit des Orga- 
nisrhus wahrend des Winterschlafs auBerst herabgesetzt. Nach den Be- 
funden von Ferdmann und Feinschmidt (3) werden die in der Schlaf- 
periode eintretenden Anderungen des funktionellen Zustands der Muskeln 
(bedeutende Verminderung der Arbeitsfahigkeit und Erregbarkeit) von 
Anderungen der chemischen Zusammensetzung der Muskeln begleitet. 
So ist der Gehalt der Muskeln an Kreatinphosphorsaéure wahrend des 
Winterschlafs bedeutend herabgesetzt. Fiir die Klarung der Rolle der 
ATP. im Muskel schien es uns von Interesse zu untersuchen, ob ein 
derartiger Zusammenhang auch zwischen der funktionellen Fahigkeit der 
Muskeln und ihrem ATP.-Gehalt besteht. Ferner untersuchten wir an 
diesem Objekt, ob auch bei dieser Gruppe von Tieren, wie beim Frosch, 
Anderungen in der Zusammensetzung der Pyrophosphatfraktion bei der 
Anderung des funktionellen Zustandes der Muskeln eintreten und ob ihre 
Muskeln Adenylsaure als Zerfallprodukt der ATP. enthalten. 
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Versuchstiere. 


Die Untersuchungen wurden an Zieselmausen (Citellus gutatus) aus- 
gefiihrt, und zwar an zwei verschiedenen Lieferungen. Die erste Lieferung 
erhielten wir im Herbst 1934, die zweite im Sommer 1935. Unter den Be- 
dingungen unseres Vivariums schliefen die meisten Tiere im Oktober ein. 
Die Tiere jeder Lieferung wurden in zwei Gruppen eingeteilt: die erste 
Gruppe wurde im Schlafzustand untersucht, die Tiere der zweiten Gruppe, 
nachdem sie im Friihling vom Winterschlaf erwacht waren und sich gut 
erholt hatten. Es wurde dabei darauf geachtet, daB die wachen Tiere sich 
vor dem Versuch ruhig verhielten. 


Methodik. 


Die Tiere wurden durch Dekapitieren getétet. Die Muskeln wurden in 
fliissiger Luft gefroren und zerkleinert. Das Muskelpulver kam in eine 
Trichloressigsdurelésung (4cem 4° ige Trichloressigsiurelésung pro 1g 
Muskel). Am nachsten Tage wurde filtriert. Die Phosphorverbindungen des 
Filtrats wurden mit Barium nach Parnas und Lutwak-Mann (4) fraktioniert. 
Es wurden folgende Verbindungen bestimmt: 

1. Die Pyrophosphatfraktion nach Lohmann (5). Bei der Bestimmung 
dieser Fraktion im Ba-Niederschlag wurde 15 Minuten hydrolysiert, dann 
stimmten die Werte mit den bei 7 Minuten-Hydrolyse im Extrakt erhaltenen 
genau tberein. 

2. Das anorganische Pyrophosphat mit Hilfe der nach Lohmann (6) 
hergestellten Pyrophosphatase. 

3. Adenosintriphosphorséure: a) mit Hilfe der nach Jakobsen (7) her- 
gestellten Adenosintriphosphatase; b) mit Hilfe von Desaminase nach 
Parnas und Lutwak-Mann (4). 

4. Adenylsiure. Die Menge der Adenylsiure wurde aus der Differenz 
des durch Desaminase im neutralisierten Extrakt und im Ba-Niederschlag 
abspaltbaren Ammoniaks berechnet (durch Ba wird nur ATP. gefallt, nicht 
Adenylsaure). 

5. Ammoniak. Die Menge des praformierten sowie des nach Des- 
aminasewirkung entstandenen Ammoniaks wurde mit Hilfe der von uns 
modifizierten Absorptionsmethode von Conway (8) bestimmt. 


AuBerdem wurde die Trockensubstanz der Muskeln bestimmt. Da 
wahrend der Schlafperiode die Trockensubstanz der Muskeln zunimmt, sind 
die in den Tabellen angefiihrten Werte auf die Trockensubstanz berechnet 
worden. 


Versuchsergebnisse. 


In Tabelle I und Ia sind unsere Befunde iiber den ATP.-Gehalt und 
die Zusammenensetzung der Pyrophosphatfraktion der Muskeln von 
Zieselmausen angefiihrt. Die in Tabelle ] wiedergegebenen Versuche 
wurden an der ersten Lieferung von Zieselmausen angestellt. Der ATP.- 
Gehalt wurde in diesen Versuchen mit Hilfe von Adenosintriphosphatase, 
derjenige an anorganischem Pyrophosphat mit Hilfe von Pyrophos- 
phatase bestimmt. Die Tabelle Ia gibt die Versuche der zweiten 
Lieferung wieder. Der ATP.-Gehalt wurde hier nach Parnas und 
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Tabelle I. Zusammensetzung der Pyrophosphatfraktion det 
Muskeln. 
Es H,P.0O,-P der ATP. P des anorganischen 





P der Pyro- 


Pyrophosphats 














Datum 7 ts Lat - " 
Fa Paxton in 9 der in °9 der 
os in mg-°/5 Pyrophosphat- in mg-°/9 Pyrophosphat- 
1935 N fraktion fraktion 
1 3 4 5 6 7 
16. i. | = 0,885 0,347 39,2 0,538 66,8 
22. Il. || g 0,577 0,192 33,3 0,385 66,7 
3. III. © 0,845 0,267 31,6 0,578 68,4 
8.1. 8 0,720 0,430 59,7 0,290 40,3 
14. IIL. = 0,862 0,448 51,8 0,416 45,2 
Mittel: 0,778 0,337 43,4 0,441 56,6 
20. IV. 0,980 0,900 91,8 0,080 8,2 
14. V 0,976 0,912 93,4 0,064 6,6 
14. V. 3 0,995 0.915 92.0 0,080 8.0 
16. V. | ¢& 1,020 0,980 96,0 0,040 4,0 
16. V 0,912 0,870 95,4 0,042 4.6 
19;.4¥ 0,990 0,900 100.0 0) 0 
Mittel : 0,964 0,913 94,7 0,051 5,3 
Tabelle Ia. Zusammensetzung der Pyrophosphatfraktion der 
Muskeln. 
wn ' > dar ATP P des anorganische 
3 H,P,0;-P der ATP. Prieghowhats 
Datum a} é P od oo a ae i a aa paar ‘ —— 
S= a ol in 9/9 der in %Jo9 der 
3 in mg-° 9 Pyrophosphat- in mg-°/ Pyrophosphat- 
1936 N fraktion fraktion 
1 2 3 4 5 6 7 
2. | & 1,130 0,650 57,5 0,480 42.5 
2Ly 9 1,185 0,751 62,5 0,444 38,5 
9: aL. Ks 1,118 0,735 65,8 0,383 34,2 
10. I = 1,105 0,617 55,8 0,488 44,2 
21. II. > 1,052 0,621 59,1 0,431 40,9 
ey a aa 0,965 0,654 67,8 0,311 32,2 
Mittel 1,092 0,669 61,2 0,423 38,8 
15. IV. 1,706 1,699 99,6 0,007 0,4 
15. IV. 1,463 1,465 100 0 0 
15. IV. 3S 1,565 1,503 96 0,062 4.0 
20. IV. = 1,603 1,476 92,1 0,127 7,9 
20. TV. 1,176 1,117 95,1 0,059 49 
20. 1V. 1,478 1,376 92,7 0,100 7,3 
Mittel: 1,504 1,431 95,1 0,073 49 


utwak-. vestimmt, der Gehalt an anorganischem Pyrophosphé 
Lutwak-Mann bestimmt, der Gehalt ganischem Pyrophosphat 
aus der Differenz von Pyrophosphatfraktion und ATP. berechnet. 
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Wie aus Spalte 4 dieser Tabellen ersichtlich, ist bei den Tieren ein 
und derselben Lieferung der ATP.-Gehalt der Muskeln wahrend des 
Winterschlafes bedeutend niedriger als im Wachzustand. Der Gehalt 
der Pyrophosphatfraktion (Spalte 3) ist wahrend des Winterschlafes 
ebenfalls herabgesetzt [dieses wurde schon friiher von Ferdmann und 
Feinschmidt (3) nachgewiesen|, jedoch in bedeutend geringerem MaBe, 
als der Verminderung des ATP.-Gehaltes entsprechen wiirde. Dieser 
Unterschied ist dadurch bedingt, daB die Muskeln der Zieselmiause 
wahrend des Winterschlafes betrachtliche Mengen von anorganischem 
Pyrophosphat enthalten (Spalte 6). Letzteres ergab bei den Tieren der 
ersten Lieferung von 40 bis 68°,, bei denen der zweiten von 32 bis 44°, 
der Pyrophosphatfraktion (Spalte 7). Im Wachzustande der Tiere 
besteht die Pyrophosphatfraktion der Muskeln zum gréBten Teil, zu 
etwa 95°, aus ATP. Wir konnten demnach nachweisen, daB der Vorgang 
der Dephosphorylierung von ATP. unter Abspaltung von anorganischem 
Pyrophosphat nicht nur in den Muskeln von Kaltbliitern (Frosch), 
sondern auch bei heterothermen Tieren verliuft. 

Bei der Abspaltung von anorganischem Pyrophosphat aus ATP. 
entsteht freie Adenylsaure. Wie aus Tabelle Il, Spalte 6, ersichtlich, 
enthalten die Muskeln von Zieselmaéusen wahrend des Winterschlafes 


Tabelle II. Der Adenylsiure- und Ammoniakgehalt der Muskeln 


(in mg-°, der Trockensubstanz). 





+ : : NH.-N der 
Zu- N Ho-N der : ‘ . : - 

Datum ene NHN ATP. Boe 4 NH.-N N Hy- N der Adeny _ ure 

1936 rhees iy er, ais nucleotids (4) 

1 2 3 4 ) 6 7 
2. 1. 14,3 23,8 14,7 9,1 38,2 
a |S = 14,9 27,9 16,6 11,3 45,0 
10. I | = 20,4 23,3 16,7 6,6 28,3 
0. Li 8 21,2 24,5 17,1 7.4 30.2 
8. II. = 16,4 20,6 16,6 4,0 19,4 
15. 1. 17,1 21,4 15.4 6,0 28,0) 
15. If. = 17,2 21,8 18,2 3,6 16.5 
21. IU. 18.9 23,2 14,0 9,2 39,9 
21. I. 17,2 24,7 14,7 o4 39,0 
Mittel : 17,5 23,5 16,0 7,5 31,8 
15. IV. || 30,5 40,0 38,1 Lo 4.7 
15. IV. 24.6 35.0 32,5 2,5 7,1 
15. IV. = 23,9 32,5 32,8 0 0 

15. IV. - 22,7 34,2 31,2 3,9 8,8 
20. IV. = 22,1 35,4 23,3 2,1 5,9 
20. IV. 22,1 27,8 25,5 2,3 8,2 
20. IV. 21,1 33,5 30,9 2.6 7.7 
Mittel: 23,9 34,0 32,0 2.0 5.9 
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ziemlich viel freie Adenylsiure. Die Menge derselben betragt durch- 
schnittlich etwa 32°, des Gesamtadeninnucleotids (Summe von ATP. 
und Adenylsaure). Fiir die Annahme, daB die Adenylséure in den 
Muskeln wahrend des Winterschlafes wahrscheinlich nicht desaminiert 
wird, spricht der niedrige Ammoniakgehalt der Muskeln (Spalte 3). 
Die Muskeln der wachen Tiere enthalten nur geringe Mengen freier 
Adenylsaure. 
Schlubfolgerungen. 

Wahrend des Winterschlafes der Zieselmause ist der ATP.-Gehalt 
ihrer Muskeln bedeutend vermindert. Der Gehalt der Pyrophosphat- 
fraktion der Muskeln ist ebenfalls herabgesetzt, jedoch in viel ge- 
ringerem Mae, als der Verminderung des ATP.-Gehaltes entsprechen 
wiirde. Dies ist dadurch bedingt, daB-die Muskeln der Zieselmause in 
der Schlafperiode anorganisches Pyrophosphat enthalten. Neben dem 
anorganischen Pyrophosphat enthalten die Muskeln dabei freie Adenyl- 
siéure. Wahrend der Wachperiode enthalten die Muskeln der Zieselmause 
im Ruhezustand nur sehr wenig anorganisches Pyrophosphat und freie 
Adenylsaure. 

Literatur. 

1) Ferdmann u. Feinschmidt, diese Zeitschr. 277, 203, 1935; 284, 63, 
1936. —- 2) Ferdmann, Feinschmidt u. Dmitrenko, ebenda 284, 392, 1936. — 
3) Ferdmann u. Feinschmidt, ebenda 248, 67, 1932. — 4) Parnas u. Lutwak- 
Mann, ebenda 278, 11, 1935. —- 5) Lohmann, ebenda 202, 466, 1928. — 
6) Derselbe, ebenda 272, 24, 1932. — 7) Jakobsen, ebenda 242, 292, 1931. — 
8) Conway, Biochem. J. 27, 419, 1933. 























Zur Kenntnis des Gossypols'. 
Von 


R. Griinbauméwna und L. Marehlewski. 


(Eingegangen am 29. Mai 1936.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Vor langerer Zeit beschrieb der eine von uns? einen Bestandteil 
der Baumwollsamen unter dem Namen Gossypol. Es gelang damals, 
den Farbstoff in kristallisierter Form zu isolieren, seine Eigenschaften 
zu charakterisieren, sowie seine Zusammensetzung annahernd fest- 
zustellen. Seit jener Zeit erschien eine Reihe von Arbeiten, welche eine 
eingehendere Untersuchung der interessanten Substanz zum Gegenstand 
hatten, ihre Konstitution ist aber trotzdem bis heute noch unaufgeklart. 
In letzter Zeit berichtete MW. Podolskaja*® iiber die Isolierung eines 
zweiten Farbstoffs aus Baumwollsamen sowie tiber Absorptionsmessungen 
im kurzwelligen Licht an Gossypol. Mit dem letzteren Thema haben auch 
wir uns beschaftigt, und zwar unter Anwendung einer Methode, die in 
unserem Laboratorium seit Jahren zur Untersuchung der U!craviolett- 
absorption organischer Substanzen benutzt wird *. 

Zur Berechnung der molaren Konzentration der zu untersuchenden 
alkoholischen Lésungen des Gossypols wurde die Formel C3, H,,0,, 
benutzt, welche von Marchleski fiir im Vakuum getrocknete Proben 
des aus Eisessig kristallisierten Praparates diskutiert wurde. Diese 
Formel wurde von Clark® naher begriindet mit der Korrektur, dak 
dieselbe eine Molekel Essigséure umfabt, welche mit dem Gossypol 
C39 Hy90g in molarer Verbindung steht. 

Die Extinktionskoeffizienten wurden mit Hilfe der Spekker-Hilgerschen 
Apparatur bestimmt, als Lichtquelle diente ein Funken von hoher Spannung 
zwischen Stahl-Wolfram Elektroden. 

Zunichst wurde eine Lésung untersucht, die pro Liter Athanol 0,0001 Mol 
Gossypolacetat (Schmp. 184°) enthielt, und zwar in einer Schicht von 0,5 cem. 
Sodann eine solche, welche pro Liter 0,00005 Mol enthielt in einer 1 em- 
Schicht. Die erhaltenen Resultate stimmten sehr gut iiberein, was die Giiltig- 
keit des Beerschen Gesetzes fiir Gossypol beweist. Zur Berechnung der 
Extinktionen diente das Mittel aus beiden Reihen von Werten (s. 8. 296): 

Die nachstehenden Werte erweisen ein Absorptionsmaximum bei 
3780 A und ein Minimum bei 3220 A, dann steigt die Absorptions- 


1 Vorgelegt der polnischen Akad. der Wissenschaften. 2 L. March- 
lewski, J. f. prakt. Chem. 60, 84, 1899. 3 Diese Zeitschr. 284, 401, 1936. 
4 Vgl. z. B. ,,The absorption of ultraviolet light by some organic Substances 
XL. Bull. de l’ Académie Polonaise des Sciences et des Lettres. > J. of biol. 
Chem. 75, 725, 1927. 
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a é log « 4 (Mittelwerte) kurve verhaltnismaBig 
steil an. Dieser Um- 
= : = re = a stand machte es notig, zu 
; O,IUe Oc . 
05 10000 4.000 4310 untersuchen, ob in dem 
0,6 12009 4,079 4217 kurzwelligen Teil des 
0,7 14009 4,146 8082 3430 4145 Spek a . 
08 | 16000 4204 . 8050 3510 4065  SPeKtrums nicht noch 
0,9 18000 4,255 | 3023 3580 3962 + Weitere = Absorptions- 
1,0 20 000 yp a 12 maxima vorhanden sind. 
‘3 22000 = 4,2 2983 
+ = ve — ae Zu diesem Zweck wur- 
4 410 2 den noch sehr verdiinnte 
28 06 7 ‘ . 
ie psabenng re ae Lésungen des Gossypols 


hielt pro 
0,5 baw. 


1 em-Schicht untersucht. 


untersucht. 


Erhalten wurde: 


Die eine ent- 
Liter 0,00004 Mol, die andere 0,00002 Mol; sie wurden in einer 
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nm A Mittel fiir 4 
3065 3035 3050 
2985 2992 2988 
2915 2915 2915 
2800 2750 2775 
2695 2645 2670 
2220 2632 2230 2610 2225 2621 
2238 2595 2248 2560 2243 2577 
2259 2562 2268 2520 2264 2541 
2280 2509 "2303 2475 2291 2492 
2308 2465 2330 2445 2319 2455 


Die obigen Mittelwerte wurden nun zur Konstruktion der Extink- 


tionskurve benutzt, wobei sie sich als Fortsetzung der ersten 
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erwies,. 
Abb. 1) zeigt den Verlauf der ganzen 
Absorptionskurve. AuBerdem schon 
erwahnten Maximum zeigt sie ein 
zweites bei 2390 A und eine kleine 
Ausbuchtung bei etwa 2910 A. 
Podolskaja untersuchte Chloro- 
formlésungen des Gossypols und 
fand ein Maximum der Absorption 
3770 A. Dieser Wert 
genau mit dem 


bei etwa 
stimmt ziemlich 
von uns ermittelten iiberein, auBer 
diesem tritt aber noch ein charak- 
teristisches bei 2390 A auf, welches 
die von der Verfasserin angewandte 
Methode konnte. 


nicht aufdecken 


Es sei erwahnt, da auBer dem obigen Gossypol-Praparat noch ein 
zweites, uns giitigst von Prof. Dr. Karrer zur Verfiigung gestelltes untersucht 
wurde, das einen etwas héheren Schmelzpunkt aufwies. Das optische Ver- 
halten beider war aber vollstandig identisch. 
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Uber Versuche zur elektrolytischen Arsenanreicherung 
in biologischen Fliissigkeiten. 
Von 
Jan van Calker und Antonio Pittoni. 
(Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.) 
(Aus der medizinischen Klinik der Universitat Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 8. Juni 1936.) 


Der Nachweis von Arsen in den verschiedenen biologischen Fliissig- 
keiten bekommt in Anbetracht der Wichtigkeit des Arsens fiir die heutige 
Therapie sowie fiir die Schadlingsbekaimpfung in der Landwirtschaft 

besonders im Weinbau — immer gréBere Bedeutung. Als Nachweis- 
mittel stehen uns die verschiedenen Methoden der Chemie, der Biologie 
und der Physik zur Verfiigung. Fiir die vorliegenden Versuche ver- 
wendeten wir, abgesehen von einigen wenigen chemischen Kontroll- 
analysen, den spektralanalytischen Arsennachweis!. Da die Genauigkeit 
aller bisher zum Nachweis des Arsens verwendeten Verfahren bei den 
in Frage kommenden kleinsten Konzentrationen noch mangelhaft ist, 
schien es notwendig, noch nach einer einfachen Méglichkeit zur An- 
reicherung des As in biologischen Fliissigkeiten zu suchen. Wegen 
der Verdampfungsgefahr des As und seiner Verbindungen und wegen 
der gleichzeitigen Anreicherung der zahlreichen tbrigen Lésungs- 
bestandteile bei den verschiedenen Verfahren zur Konzentrierung 
durch Eindampfen der Fliissigkeiten, wie Urin, Liquor cerebrospinalis, 
Wein usw., gingen unsere Versuche darauf hinaus, das Arsen durch 
Elektrolyse in den verschiedenen Substanzen anzureichern. 


In friiheren Arbeiten ist die Elektrolyse von arsenhaltigen Stoffen 
verschiedentlich versucht worden. Die Untersuchungen hatten dabei 
entweder die elektrolytische Fallung des As zum Ziel?, oder sie be- 
zweckten die Bildung von AsH,, der dann im Marshschen Apparat 
weiter verarbeitet wurde. So hat Thorpe* arsenhaltige Substanzen 
in Brauereibetrieben elektrolysiert. Er beobachtete, daB die organischen 
Bestandteile bei der Elektrolyse auBer acht gelassen werden kénnen, 


1 Auf Veranlassung des Reichsgesundheitsamtes hat der eine von uns 
(van Calker) im Hinblick auf das haufige Auftreten von As-Vergiftungen bei 
Weinbauern Verfahren zum spektralanalytischen As-Nachweis ausgearbeitet, 
die noch Mengen von 1 bis 0,1 7 As in 0,1 cem erfassen lassen. Dermat. 
Wochenschr. 1936, im Druck; vgl. auch E. Riedi, Zeitschr. f. anorg. u. 
allgem. Chem. 209, 356, 1932. 2 B. Neumann, Chemiker Zeitung 30, 
33, 1906. 3 J. chem. Soc. London 88, 974, 1903. 
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d.h. daB sie den Gang der Elektrolyse nicht wesentlich beeinflussen. 
Dieses Ergebnis war fiir unsere Arbeiten sehr wichtig, denn wir konnten 
nun hoffen, daB die an wasserigen As-Losungen bei Vorversuchen ge- 
fundene Anreicherungsmoglichkeit sich auch auf biologische Fliissig- 
keiten mit ihren zahlreichen organischen Bestandteilen iibertragen 
lassen wiirde. 

Nachdem wir durch einige Vorversuche festgestellt hatten, daB sich 
Arsen aus den in Frage kommenden Lésungen nicht an den Elektroden ab- 
scheidet!, gingen wir dazu iiber, das ElektrolysiergefaB in der bekannten 
Weise durch ein Diaphragma zu unterteilen. Wir versuchten zunichst, in 


unser ElektrolysiergefaB eine normale Petri-Schale von 8em Durch- 
messer —- eine Zwischenwand aus Ton einzukitten, was wir aber schlieBlich 


aufgeben mubten, da alle ausprobierten Kittsorten, selbst in Aceton ge- 
loste Cellulose, wahrend der bis zu 100 Stunden dauernden Elektrolysierzeit 
angegriffen wurden. Wir umgingen schlieBlich die Kittschwierigkeiten 
dadurch, da®B wir einen kleinen Tonbecher, der in ein weiteres GefaB gehangt 
wurde, verwendeten. 

Bei den ersten Elektrolysierversuchen arsenhaltiger Substanzen be- 
gannen wir mit anorganischen Arsensalzen, und zwar verwendeten wir 
0,01 °,ige wasserige L6sungen von H, AsO, und Na,AsO,. Diese Lésungen 
wurden jeweils in beide Seiten der Elektrolysiereinrichtung, d. h. also in den 
Tonbecher und in die umgebende Schale eingefiillt und nach einer Elektro- 
lysierdauer von 24 Stunden spektralanalytisch auf ihren Arsengehalt gepriift. 
Wahrend der Elektrolvse zeigte sich die bekannte Erscheinung, daB sich die 
Lésung auf der Anodenseite verminderte und unter dem EinfluB der Elektro - 
osmose zur Kathodenseite wanderte. Aus den Spektralaufnahmen ging 
hervor, da der Arsengehalt auf der Anodenseite sich gegeniiber der nicht 
elektrolysierten Loésung erheblich vermehrt hatte, wahrend er auf der 
Kathodenseite geringer geworden war. 

Nachdem sich auf diese Weise schon fiir anorganische Arsenverbindungen 
eine Anreicherungsméglichkeit durch Elektrolyse ergeben hatte, gingen wir 
dazu iiber, auch organische Arsensalze zu elektrolysieren. Wir begannen 
unsere Versuche mit einer 0,01°,igen Atoxyllésung (0,01 °;ig bezogen auf As), 
die wir aber zunichst noch durch verschiedene chemische und physikalische 
Beeinflussung zu zersetzen versuchten, um auf diese Weise das As ionisiert zu 
erhalten. Die chemischen Versuche mit verschiedenen Saéuren und Laugen 
erwiesen sich als erfolglos. Eine intensive Ultraviolettbestrahlung der 
Atoxyllésung ergab zwar eine kraftige Gelbverfarbung der Lésung, es gelang 
aber trotzdem augenscheinlich nicht, wesentliche Mengen des Atoxyls zu 
zersetzen. Wir brachten daher die nicht weiter vorbehandelte Atoxyllésung 
in die Elektrolysiereinrichtung. 

Nach einer Elektrolysierdauer von 24 Stunden ergaben sich die gleichen 
Erscheinungen wie bei Verwendung von Na, AsO, oder H, AsO,. Wieder war 
die Lésung auf der Anodenseite erheblich vermindert und wieder zeigten die 
Spektralaufnahmen der Lésungen, daB der Arsengehalt an der Anodenseite 
gegeniiber der nicht elektrolysierten Fliissigkeit vermehrt, an der Kathoden- 
seite vermindert war. 

Bei dem folgenden Versuch brachten wir auf die Anodenseite eine aut 
Arsenfreiheit gepriifte 7°,ige Natriumacetatlésung, auf die Kathodenseite 


1 Das muB in jedem Einzelfalle gepriift werden. 
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unsere bisher verwendete Atoxyllésung. Nach einer Elektrolysierdauer von 
24 Stunden beobachteten wir wieder eine Verminderung der Fliissigkeit an 
der Anode und eine entsprechendeV ermehrung an der Kathode. Die Spektral- 
aufnahmen ergaben, dali das Arsen von der Kathodenseite zur Anode ge- 
wandert war. Auf der Kathodenseite waren nur noch ganz geringe Spuren 
von Arsen festzustellen, wihrend es auf der Anodenseite sehr deutlich nach- 
weisbar war. Der gleiche Versuch wurde nun mit einer Elektrolysierdauer 
von’ 48 Stunden wiederholt und ergab ein volliges Verschwinden des As auf 
der Kathodenseite. 

Die beschriebenen Versuche, bei denen wir im allgemeinen mit 
220 Volt und 0,05 Amp. und Platinelektroden gearbeitet hatten, wurden 
nun in der verschiedensten Weise abgeaindert. Wir verwendeten noch 
verschiedene andere Arsensalze und dnderten die Konzentration, 
Elektrolysierdauer, Spannung, Stromstarke usw. Alle Versuche er- 
gaben iibereinstimmend eine Wanderung des Arsens zur Anodenseite ; 
gleichzeitig vermindert sich die Fliissigkeit auf der Anodenseite, wahrend 
sich die Lésung auf der Kathodenseite vermehrt. 

Nachdem in dieser Weise bei den von uns untersuchten Substanzen 
die Wanderungsfahigkeit auch organisch gebundenen Arsens festgestellt 
war, wurde Urin von arsenvergifteten Patienten den gleichen Ver- 
suchen, wie wir sie mit den verschiedenen wasserigen Lésungen 
gemacht hatten, unterworfen. Auch hier zeigten die Spektralaufnahmen 
iibereinstimmend, da das Arsen immer zur Anodenseite wandert. Es 
machte keinen Unterschied, ob wir Urin von neosalvarsanbehandelten 
Patienten verwendeten, oder ob der Urin von Kranken stammte, die 
sich bei der Schadlingsbekéampfung im Weinberg mit Nosprasen oder 
anderen Arsenpraparaten vergiftet hatten. 

SchlieBlich versetzten wir noch Blutserum mit Arsen und machten auch 
damit die oben beschriebenen Versuche. Auch hier war eine Wanderung bzw. 
Anreicherung des Arsens an der Anode deutlich feststellbar. Bei der Elektro- 
Ivse von Blut und Blutserum flocken allerdings schon nach kurzer Zeit feste 
gallertartige Massen aus, die sicher einen Teil des Arsens adsorbieren. Im 
Gegensatz zu den anderen Versuchen gelang es uns hier namlich nicht, die 
Arsenanreicherung quantitativ durchzufiihren. Bei der Haufigkeit von 
merkbaren As-Gehalten in Wein, Most und Haustrunk (die ausgeprefbten 
Trauben werden vielfach mit Wasser iibergossen und hieraus der soge- 
nannte ,,Haustrunk“ bereitet ), machten wir auch hiervon, sowie von Trauben- 
zuckerlésungen und anderen derartigen Fliissigkeiten Elektrolysen. 

Aus den beschriebenen Erscheinungen ergibt sich eine Méglich- 
keit, das Arsen zum spateren Nachweis, gleichgiiltig, ob dieser mit den 
Mitteln der Chemie, der Physik oder der Biologie durchgefiihrt werden 
soll, aus Urin und anderen biologischen Fliissigkeiten anzureichern. 
Das Verfahren, das wir dazu einschlagen, ist folgendes: 

Eine diinnwandige, 20 bis 50 cem fassende porése Tonzelle! wird 
mit der arsenhaltigen, durch einige Tropfen HCl angesauerten Fliissig- 


1 Fabrikat Haldenwanger, Berlin. 








300 J.van Calker u. A. Pittoni. 
~ 


~ , , 

keit gefiillt. Sie steht oder h&rf#t in einer etwa 100 ccm fassenden, 
zur Halfte mit 6 °,iger wasseriger Natriumacetatlésung gefiillten Schale. 
In beide GefaiBe werden Platindrahte als Elektroden eingefiihrt. 220 Volt 
Gleichspannung werden so angelegt, daB der Draht in dem Tonzylinder 
Anode wird. Die Stromstarke wird durch einen Widerstand auf 0,05 Amp. 
einreguliert. Die Spannung an den Elektroden betragt 11 Volt. Wahrend 
der Elektrolyse wandert das Wasser mit einem groBen Teil der darin 
gelésten Salze von der Anodenseite zur Kathodenseite, waihrend das 
Arsen an der Anodenseite zuriickbleibt. Die Fliissigkeit an der Kathoden- 
seite verfarbt sich durch die von der Anode dorthin wandernden Stoffe, 
wahrend die Lésung an der Anode entfarbt wird und sich dauernd ver- 
mindert. Aus dem Verhaltnis der Anfangsmenge zu dem nach Ab- 
schalten der Elektrolyse an der Anode iibrigbleibenden Rest laBt sich 
der Anreicherungsgrad leicht ersehen. 

Der Vorzug dieses Verfahrens gegeniiber der Anreicherungsméglich- 
keit durch Eindampfen besteht darin, daB man schlieBlich eine fast 
reine Arsenlésung an der Anode zuriickbehalt, wahrend beim Eindampfen 
alle Bestandteile in gleicher Weise angereichert werden. Dadurch steigt 
natiirlich auch die Gefahr einer Adsorption des As an den ausfallenden 
organischen Substanzen. AuBerdem erfordert die elektrolytische An- 
reicherung auBer dem gelegentlichen Auffiillen der zu untersuchenden 
Lésung auf der Anodenseite keine Wartung. Wichtig ist nur die Reini- 
gung der Tonzellen (je 2 Stunden Kochen in verd. HCl und dest. Wasser) 
sowie der Glasschalen. Durch Kontrollelektrolysen mu8 die Reinheit 
gepriift werden, da es bei dickwandigeren Tonzellen vorkommen kann, 
daB Spuren As in der Tonwand zuriickgehalten werden. 


Zusammenfassung. 
1. Versuche! iiber die Elektrolysierbarkeit von Arsen werden be- 
schrieben. 
2. Ein einfaches Verfahren zur Anreicherung des Arsens in biologi- 
schen Fliissigkeiten wird angegeben. 


1 Nachdem der eine von uns ( Pitton?) die Versuche wegen seiner Zuriick - 
berufung nach Italien hatte aufgeben miissen, wurden sie durch Herrn 
K. A. Friess weitergefiihrt. 














Uber die Aldolase, ein Kohlenstoff-verkniipfendes Ferment. 
I. Mitteilung: 
Aldolkondensation von Dioxyacetonphosphorsiure mit Acetaldehyd. 
Von 
0. Meyerhof, K. Lohmann und Ph. Sehuster. 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir medi- 

zinische Forschung, Heidelberg.) 
(Eingegangen am 2. Juni 1936.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 

Die Verkniipfung von C-Atomen zu C-Ketten, wie sie vielen Syn- 
thesen in Pflanzen und Tieren zugrunde liegt, war bis vor kurzem nur im 
Verlauf endothermer Prozesse bekannt, die daher zu ihrem Zustande- 
kommen auBerer Energiezufuhr bedurften, so die Bildung von Zucker aus 
Kohlensaure und Wasser in der griinen Pflanze, die Synthese von Zucker 
aus Milchséure bei der Restitution des Muskels, die Synthese héherer 
Fettsaéuren aus Zucker oder noch kleineren Bruchstiicken usw. DaB 
indes die Energie hier nicht fiir die Kniipfung der C-Kette selbst, 
sondern fiir die gleichzeitigen reduktiven Prozesse oder die intramole- 
kulare Sauerstoffverschiebung beansprucht wird, wurde schon durch die 
lange zuriickliegende Beobachtung Emil Fischers! nahegelegt, daB 
Triosen in schwachem Alkali spontan unter Aldolkondensation in 
Hexosen iibergehen. Bisher war ein entsprechender enzymatischer 
Mechanismus nicht bekannt, wahrend andere mégliche C—C-Ver- 
kniipfungen beschrieben sind, wie die Acetoinkondensation von Neuberg? 
bei der Hefegaérung mit Acetaldehyd oder die Cyanhydrinsynthese aus 
Benzaldehyd und HCN, die aber auch ohne Ferment vor sich geht. 

Vor zwei Jahren beschrieben wir eine freiwillig verlaufende C—C- 
Kondensation, némlich die Synthese von Hexosediphosphorsaure aus 
Dioxyacetonphosphorsaure als Teilvorgang der umkehrbaren Reaktion: 
Hexosediphosphat = 2 Dioxyacetonphosphat und nannten das um- 
wandelnde Ferment Zymohexase+. Das dieser Reaktion zugrunde- 
liegende Prinzip ist nun, wie anschlieBende Untersuchungen ergaben, 
weit verbreitet: Es ist die enzymatische Aldolkondensation der Dioxy- 


1 Fischer u. Tafel, Berl. Ber. 20, 1092, 2566, 3384, 1887; 23, 388, 1890; 


ferner E, Schmitz, ebenda 46, 2327, 1913. —- 2 Neuberg u. Hirsch, diese 
Zeitschr. 115, 282, 1921; 128, 608, 1922. — *% L. Rosenthaler, ebenda 
14, 238, 1908; vgl. C. Oppenheimer, Fermente I, 8. 223. — 4 O. Meyer- 


hof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 271, 89, 1934. 
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acetonphosphorsaure mit Aldehyden, die zu Phosphorsdureestern mit 
verlangerter C-Kette fiihrt. Das Ferment, das sie herbeifiihrt, wird von 
uns als Aldolase bezeichnet. Tatsachlich ist danach auch die obige 
Gleichgewichtsreaktion genauer so zu formulieren: 
Hexosediphosphat => | Dioxyacetonphosphat st 

| Glycerinaldehydphosphat WZ. Dioxyacetonphosphat, 
wobei der Anfangsteil der Reaktion dem von Embden! formulierten 
Zerfallsschema entspricht. Die Wirkung der Zymohexase ist daher auf 
die der Aldolase in Verbindung mit einer Aldehydketonumlagerung 
zurickzufiihren. 

Von den verschiedenen, bisher ausgefiihrten enzymatischen Aldol- 
kondensationen der Dioxyacetonphosphorsaure mit Formaldehyd, 
Acetaldehyd, Glykolaldehyd, Propionaldehyd, Milchsaéurealdehyd, 
Methylglyoxal, Glycerinaldehyd, Butylaldehyd, Aldol, Phenylpropyl- 
aldehyd usw., beschreiben wir in dieser und der folgenden Arbeit die- 
jenigen mit Acetaldehyd und Glycerinaldehyd. 


1, Aldolkordensation von Dioxyacetonphosphorsdure mit Acetaldeh yd im 
He femazerationssa ft. 

Den Ausgangspunkt unserer Versuche bildete die folgende, vor 
3 Jahren gemachte Beobachtung: Fiigt man zu einem mit n/20 Fluorid, 
Glucose und einer Spur Hexosediphosphat versetzten Ansatz von Hefe- 
mazerationssaft bei 28° einen gewissen Uberschu8 an Acetaldehyd iiber 
die zur Bildung der Phosphoglycerinséure erforderliche Menge*, so 
schlieBt sich an die erste Periode der Séurebildung, die dem Auftreten der 
Phosphoglycerinsaéure entspricht, eine zweite, langsamere Saéurebildung 
an, wahrend gleichzeitig an Stelle der Phosphoglycerinsaure ein leichter 
hydrolysierbarer P-Ester mit neuen Eigenschaften auftritt. Der zweite 
Anstieg der Saurebildung wird besonders deutlich, wenn man die iiber- 
schiissige Menge des Acetaldehyds erst zusetzt, nachdem die Phospho- 
glycerinsaurebildung abgelaufen ist (vgl. “Abb. 1). Wahrend aber die 
Phosphoglycerinséurebildung bei manometrischer Messung nur in 
bicarbonathaltigen Ansaétzen erkennbar ist, indem die fixe Saure CO, 
austreibt, handelt es sich bei der zweiten, langsamen Periode um eine 
Bildung von Garungs-C O,, die in Abwesenheit von Bicarbonat fiir sich 
allein beobachtet wird. War von vornherein schon ein UberschuB an 
Acetaldehyd vorhanden, so setzt die Garung oft schon gleich langsam 
ein, 6fters aber erst nach !/, bis 3, Stunden und steigt innerhalb von 
3 bis 4 Stunden bis zur maximalen Geschwindigkeit an (Abb. 2 und 3). 


1G, Embden, Deuticke u. Kraft, Klin. Wochenschr. 1933, 8. 213. — 
2 O. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 267, 313, insbesondere 
S. 328, 1933. 
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Das Garungsmaximum wird erreicht, wenn der Gehalt an anorganischem 
Phosphat infolge der Bildung der Phosphoglycerinsaure aus Glucose auf 
nahezu Null gesunken ist. Gleichzeitig erfolgt die Bildung des neuen 
Esters. Wie Kurven 2 und 3 von Abb. 2 zeigen, wird bei Fluoridkonzen- 
trationen iiber n 20 der Gaérungsanstieg verzégert oder bleibt auch ganz 
aus und dasselbe gilt dann fiir die Esterumwandlung. Das Verschwinden 
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Abb. 1. ,Sekundire Umlagerung* und Siurebiidung in fluoridversetztem Mazerationssaft bei 
28° (Versuch 1. VIII. 1933). 

Ansatz: Je 0,5 eem Mazerationssaft + 0,lcem mNaF + 04 cem 2,69 iges NaHCO, auf 
17 cem: im Zeitpunkt 0 Minuten mit 0,25 cem 10° oiger Glucose und 0,05 cem 6°/,igem 
Hexosediphosphat versetzt. 

I x——X mit 7 mg Acetaldehyd 
II o o ebenso, aber nach 75 Min. ¥ nochmals 7 mg Acetaldehyid 
Ill e——e ohne Acetaldehyd. 
Mit Acetaldehyd I Saurebildung entsprechend der Veresterung des ganzen in 0,5 ecm Maze- 
rationssaft enthaltenen Phosphats (5,15 mg P,(;); nach dem zweiten Acetaldehydzusatz (II) 
wandeln sich in 5Stunden von 5,15 mg schwer hydrolysierbare mP, 0, 3,65 mg in leicht hydroly- 
sierbaren Ester um. 
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Abb. 2. Giaranstieg bei der .sekundiren Umlagerung* in fluoridversetztem Mazerationssaft 
ohne Bicarbonat (Versuch 18. XI. 1933). Ansitze je 0,6 cem Mazerationssaft mit 12 mg Acetal- 
dehyd auf 1,75cem, 28°. Im Zeitpunkt 0 Minuten mit 0,22 cem 10%) Glucose und 0,03 cem 
6°'5igem Hexosediphosphat versetzt. 
Kurven I @ e, Il +——+, Ill o o, Verlauf der CO, Bildung. 
I mit n 20 NaF; II mit n/10 NaF; Ill mit n/7 NaF. 
Zu I gehérig (n/20 NaF) P.0,: Gang des anorganischen Phosphais in mg P25. 
M: Bildung des alkaliverseifbaren Esters (Methyltetrosephosphat) in mg P) 0s. 
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der Phosphoglycerinséure und das gleichzeitige Entstehen des neuen 
Esters erfolgen nur, wenn nach der Bildung der maximal méglichen Menge 
Phosphoglycerinsaure nicht nur Acetaldehyd, sondern auch noch Glucose 
in geniigender Menge vorhanden sind; die Messung der Reduktionswerte 
zeigt, das auch Glucose bei der Reaktion verschwindet. 

DaB aber der neue Ester nicht aus der Phosphoglycerinsaure direkt 
entstanden ist, ergibt sich daraus, daB der gleiche Ester mit dialysiertem 
Mazerationssaft und besonders leicht mit dialysiertem Muskelextrakt aus 
Hexosediphosphat und Acetaldehyd erhalten wird. AuBer der leichten 
Hydrolysierbarkeit in n HCl bei 100° ist der Ester in der Kalte alkali- 





4000 


eo Abb. 3. Beschriftung wie Figur 2. 


(Versuch vom 21. XI. 1933.) 289. 
‘2000 * Ansatz: Je 0,7 cem Mazerationssaft 
mit 8 mg Acetaldehyd und n/50 NaF 
auf1,7cem. Im Zeitpunkt 0 Minuten, 
0,3 ccm 10 °/9ige Glucose mit Hexose- 
41000 diphosphat. Nach 85 Minuten (¥) 
nochmals 8 mg Acetaldehyd. 


Lo, 
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verseifbar; an ihm wurde die Alkaliverseifbarkeit zuerst entdeckt, noch 
ehe mit Hilfe dieser Reaktion die Dioxyacetonphosphorsaure (1934) von 
uns isoliert werden konnte. Aber zum Unterschied von dieser bildet sich 
bei Saéurehydrolyse des Esters nur wenig Methylglyoxal. Deshalb labt 
sich die Esterbildung an der Differenz des durch Alkali verseifbaren 
Phosphats und des nach 60 Minuten Saurehydrolyse entstandenen 
Methylglyoxals erkennen. Die Verbindung wurde als kristallisiertes 
Silbersalz C,;H,O,.PO,Ag,.1H,O erhalten. Auf Grund der im 
Abschnitt 2 geschilderten Versuche entsteht sie durch Kondensation 
der mit Hexosediphosphat im Gleichgewicht stehenden Dioxyaceton- 
phosphorséure mit Acetaldehyd: 


CH, .0.H, PO; CH,.0.H,P0, 
| | 
C= 0 c=0 
| | 
CH,OH pen CHOH 
+ | 
CHO CHOH 
| | 
CH; CH. 


Die Verbindung ist also eine Methyltetrosephosphorséure. Wenn diese 
auch aus Muskelextrakten in gréBerer Menge zu erhalten und zu isolieren 
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ist als aus Garansatzen der oben beschriebenen Art, so ist doch ihre 
Bildung bei der durch Fluorid gehemmten Garung deshalb von Interesse. 
weil sie beweist, da unter diesen Versuchsbedingungen Dioxyaceton- 
phosphorsaure auftritt, die durch die Reaktion mit Acetaldehyd ,,ab- 
gefangen* wird. Direkt laBt sich namlich bei der Oxydation des primaren 
Veresterungsprodukts der Hexosen durch Acetaldehyd zu Phospho- 
glycerinsaure ein intermediares Auftreten von Triosephosphorsaure nicht 
beobachten!. 

Der Vorgang, der sich hier abspielt, ist so zu deuten, daB infolge des 
Schwundes des anorganischen Phosphats die zwischen der 2-Phospho- 


Abb. 4. Bildung von Methyl- 

tetrosephosphat bei Umesterung r, 

von Phosphobrenztraubensiure ng 
auf Glucose. 

(Versuch vom 22. I. 1936.) 
Ansatz 1 mit n/20 NaF: 1,75 eem 
mit 0,5 Mazerationssaft, 10 mg ¥ oe | ene 
Acetaldehyd, 8 mg Glucose und 
Phosphobrenztraubensiure, ent- 4, 

haltend 4,87 mg P, 05. 
Ansatz 2 statt NaF 1/,599 Jod- 
essigsiure wiahrend 60 Minuten 
auf 0,5 cem Mazerationssaft wir- 
kend, dann 10 mg Acetaldehyd, 
8 mg Glucose, Phosphobrenz- M, 
traubensiure mit 3,0 mg P.O; é eas 5 ain Nabiac mae cee Vac 

auf 1,75 ecm. 

B, und By Umsatz der Phospho- 4, 

brenztraubensiure in  beiden 
Versuchen. 

M, und My, Bildung von Methy!- 

tetrosephosphat in beiden Ver- 

suchen. Jedesmal werden 40 9), 

des in der Phosphobrenztrauben- 

siure gebundenen Phosphats als 

Methyltetrosephosphat wieder- 
gefunden. 
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glycerinséure und der Phosphobrenztraubensaure angreifende Fluorid- 
hemmung soweit abgeschwacht wird, um einen langsamen Ubergang 
zwischen beiden zuerméglichen. Die Phosphobrenztraubensaure wird dann 
vergoren, wie an der neu einsetzenden Kohlensaurebildung erkennbar ist, 
und das freiwerdende Phosphat wird auf Glucose umgeestert. Wahrend 
nun in dem ungeschwachten Enzymsystem das auf diese Weise ent- 
stehende primare Veresterungsprodukt unter Einwirkung von Acet- 
aldehyd zu Phosphoglycerinséure weiter oxydiert wird, muB in unserem 
Falle, 4hnlich wie bei Vergarung von zugesetzter Phosphobrenztrauben- 
séure in Gegenwart von Glucose! dabei Hexosediphosphat und an- 
schlieBend Dioxyacetonphosphat auftreten. Das letztere reagiert dann 
mit dem Acetaldehyd durch Aldolkondensation. Diese Erklarung wird 
dadurch bestatigt, daB man auch bei héheren Fluoridkonzentrationen 
oder nach Jodessigsiurevergiftung bei Anwesenheit von anorganischem 


1 Vgl. O. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 281, 249, 1935. 
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Phosphat das gleiche erreicht, wenn man auBer Glucose und Acetaldehyd 
Phosphobrenztraubensaure hinzugibt. Dann wird bis zu etwa 40°, 
der darch Umesterung entstandenen Hexosediphosphorsaure auf dem 
Wege iiber Dioxyacetonphosphorséure in den Methyltetroseester um- 
gewandelt (vgl. Abb. 4). 

2. Aldolkondensation mit Acetaldehyd in Gleichgewichtsansdtzen der Zymo- 


herxrase. 


Wird zu einem dialysierten Muskelextrakt Hexosediphosphat und 
Acetaldehyd hinzugesetzt, entweder gleichzeitig oder der Acetaldehyd 
etwas spater, nachdem sich das Gleichgewicht Hexosediphosphat 
= 2 Dioxyacetonphosphat eingestellt hat, so wandelt sich dieser Triose- 
ester zum gréBten Teil in Methyltetrosephosphat um. Je gréBer der 
UberschuB8 von Acetaldehyd, um so weiter schreitet die Reaktion fort. 
Bei8 bis 10 Mol Acetaldehyd pro Mol Esterphosphat verschwinden iiber 
90°, der zugesetzten Hexosediphosphorsaure, wovon je nach Tem- 
peratur und Konzentration etwa 10°, Dioxyacetonphosphorsaéure und 
70 bis 80°, neuer Ester werden. (Darstellung aus dialysiertem Muskel- 
extrakt s. unten S. 311). Eshandelt sich hier um ein neues Gleichgewicht, 
da dieselbe Verteilung der Komponenten auch zu erreichen ist, wenn 
man vom isolierten Methyltetroseester ausgeht. 


Dioxyacetonphosphat -+ Acetaldehyd = Methyltetrosephosphat. 
Da ferner die Dioxyacetonphosphorsaure im Gleichgewicht mit Hexose- 
diphosphat steht, sosind drei Gleichgewichtskonstanten zu unterscheiden : 
kK, (Gleichgewichtskonstante der Zymohexase), AK, (Gleichgewichts- 
konstante der Acetaldehydkondensation), A, (Konstante der Gesamt- 
reaktion). Hierzu kame noch das Gleichgewicht zwischen Dioxyaceton- 
phosphorsaure und Glycerinaldehydphosphorsaure. Da aber im Gleich- 
gewicht etwa 20mal so viel Dioxyacetonphosphat als Glycerinaldehyd- 
phosphat vorliegt und die Konstante iberdies nicht genau bekannt ist, 
so wird im folgenden nur mit Dioxyacetonphosphat gerechnet und dazu 
der Anteil Glycerinaldehydphosphorsaure hinzugerechnet, da beide zu- 
sammen durch die Reaktionen auf Triosephosphorsaure bestimmt werden. 


9 
as CDioxph. 


K; (1) 
CHex. 
r Cpioxph. “~ CAcet. 
‘= : (2) 
CMethyltetr. 
ee K; CDioxph. ; CMethyltetr. (3) 
a , 
Ky CHex. ~ CAcet. 


Um die Gleichung (3) zu priifen, sind die vier Reaktionsteilnehmer 
im Gleichgewichtszustand zu bestimmen. Hexosediphosphat ergibt sich 
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als derjenige Anteil des veresterten Phosphats, der nicht alkaliverseifbar 
ist. Acetaldehyd wird direkt in der Milchsaureapparatur durch Uber- 
treiben in Bisulfitlbsung bestimmt. Um Verluste an Acetaldehyd 
wahrend des enzymatischen Umsatzes und bei der EnteiweiBung zu ver- 
meiden, wird das Fermentgemisch luftfrei in eine Pravaz-Npritze ein- 
gesogen, hierin wahrend bestimmter Zeiten im Wasserbad gehalten, dann 
Trichloressigsiure nachgesogen und umgeschiittelt. Nach Abkihlung 
auf 0° wird die Lésung daraus entnommen. 

Das alkaliverseifbare Phosphat ist gleich der Summe von Dioxy- 
acetonphosphat und Methyltetrosephosphat. Da sich aus Versuchen an 
reinem Methyltetrosephosphat ergibt, daB etwa 10°, bei 60 Minuten 
langer Hydrolyse in n HCl bei 100° die Methylglyoxalreaktion nach 
Ariyama geben (vgl. Experim. Teil 8.313), so wird die Berechnung des 
Methyltetrosephosphats in Tabelle | und IL so vorgenommen, dab zur 
Differenz von alkaliverseifbarem P,O; und Methylglyoxal noch 10°, 
hinzugerechnet werden: 

(mg alkalivers. P,O0;--mg Methylglyoxal) « 1,10 
=mg Methyltetrosephosphat-P,O;. 


Der Rest des Alkaliverseifbaren ist dann Dioxyacetonphosphat. Fiir 
dessen Bestimmung steht noch ein weiterer Weg zur Verfiigung. Wenn 
kein Acetaldehydverlust eintritt, so ist bei Ausgang von Hexosedi- 
phosphat und Acetaldehyd das gebildete Methyltetrosephosphat aqui- 
valent dem Acetaldehvdschwund, bei Ausgang von Methyltetrose- 
phosphat der Zerfall desselben aquivalent dem entstandenen Aldehyd. 
Fiir die Mehrzahl der Versuche ist das Methyltetrosephosphat auch auf 
diesem Wege bestimmt und daraus das Dioxyacetonphosphat —be- 
rechnet. 

Wie die Tabellen IB und II B ergeben, stimmen die auf beide Arten 
berechneten Werte des Dioxyacetonphosphats verhaltnismaBig gut 
iiberein und auch die danach berechneten Konstanten. Diese gelten fiir 
ein und dieselbe Temperatur in einem groBen Konzentrationsbereich 
(geprift etwa 1:10 fiir jeden Reaktionsteilnehmer). Ausgehend von 
Methyltetrosephosphat erhalt man bei 40° dieselbe Gleichgewichts- 
einstellung (vgl. Abb. 5): bei 20° und 0° liegen die Endwerte héher. 
Wahrscheinlich sind in der notwendig langeren Versuchszeit hier Se- 
kundarreaktionen eingetreten. Nach Tabelle I B ist die Gleichgewichts- 
konstante bei 40° etwa dreimal so groB wie bei 0°, wahrend A, dabei 
um das 15fache zunimmt. 

Die Zeitdauer der Einstellung des Gleichgewichts ist langer als bei 
der Zymohexase. Wahrend dort bei Extraktverdiinnungen von 1: 4 
bis 1:8 das Gleichgewicht bei 20° in 1 Minute von beiden Seiten voll- 
standig erreicht wird, dauert dies bei der Acetaldehydkondensation 
etwa 10 bis 15 Minuten. Sowohl durch Zusatz und nachtragliches 
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Tabelle I. Gleichgewichtseinstellung, ausgehend von Hexose- Ta 
diphosphat und Acetaldehyd. 
A. Versuchsdaten. aul 
mg Ausgangswert Gleichgewichtsmengen 
ee Ver- eae Alkali- Nr. 
Nr, Datum oe Lisung S¥ChS- | Hexose- Acet- — Acet- | Methyl-| Verseif- 
7 zeit phosphat aidehyd phosphat aldehyd glyoxal es 
1936 9C ecm Min. mgP,0; mg mg P.O; mg mg mg 
1 (29. I! 40 4,0 20 3,60 218 1,57 1,67 | 1,04 | 2,038 ; 
3,6 6,54 0,78 4,50 0,90 | 2,82 
3,6 10,9 0,36 7,76 0,88 | 3,24 3 
7,20 2,18 4,45 0,93 | 1,66 | 2,75 
7,2 6,54 3,49 1,64 1,80 | 3,71 4 
7,2 10,9 1,55 4,53 1,51 | 5,65 5 
2 16. T 40 4,0 30 4,00 2.43 1,61 165 1,385 | 2,39 
8a; 4. IL/| 20 4.0 30 3,6 2,31 1,90 142 0,84 | 1,70 
b, 30 3,6 11,0 0,48 9,03 0,45 | 3,12 
Cy 30 7,2 2,31 4,97 1,44 | 0,85 | 2,23 
Cs 60 72 | 231 487 | 182 0.78 | 2:33 = 
d, 30 7,2 11,0 1,84 7,72 | 0,76 | 5,86 
dy 60 7,2 11,0 1,49 7,65 0,89 | 5,71 
4 2.1V. 20 6,3 60 35,8 35,3 13,87 | 21,3 3,64 | 21,93 
5 4. IL. 0 40 210 3,6 231 2,04 1,48 | 0,385 | 1,56 N 
210 36 110 047 885 0,46 | 3,13 = 
210 7,2 2.31) 5,19 1,27 | 0,65 | 201 
210 7,2 11,0 1,73 7,538 0,77 5,47 
B. Berechnung. 
1 
Ausgangs- _Gleichgewichtskonzentration 10-3 mol. Kg. 10-1 aus, 3 
konzentration —— er | f —— 8 
10-3 mol. zs an Dioxyaceton- © af 4 
: Mh 3 a phosphat aus o3 ios Bt * 
Me. | Detam| meer || 25] oo | 8S | S MK) ae $21 Be | SP | ; 
sf | 32 52, 3 BE cbs 53 ES) 22 
£2 <3 3 g S> | 282) 3° =e | ge Abb 
* 1936 00 ia = « ii : zo ae) oy « +D 
Je 0 
1 29. 1) 40 636 125) 2,78 95 3,82 3,84 5,38 ps 
40 6,36 37,5) 1,87 25,5 2,50 7,46 5,35 ents 
40 6,36 62,5) 0,63 44,2 2,27 9,14 7,43 (2,43 
40 12,72) 12,5] 7,80' 5,3 | 5,10 4,58 6,05 
40 12,72 25,0! 612 9,83 5,11 7,85 7,03 ( 
40 12,72 62,5) 2,72 25,8 3,33 16,50, 7.8 
2 /16. I. 40 7,06 138 295 92 438 385 4,05 65 6,45 aoe 
3a 4.10.) 20 6,36 13,1) 3,17. 81 0,74 1,02 5,28) 1,52 | 2,00 
b 20 6,36 62,5 0,84 52,4 067 0,87 10,3 | 1,57 2,00 
C} 20 12,72 13,1) 8,7 82 250 295 5,85) 1,87 | 2,03 
Co 20 12,72 18,11 85 | 7,5 | 2,22 | 2,20; 5,65) 1,97 | 1,97 ‘ec 
dg 20 12,72 625 264 434 1,45 1,05 18,7 | 2,36 1,75 
4 2.1V./) 20 | 40,0 | 127,5/15,5 | 77,0 | 3,22 46,3 1,25 _ 
5 4. II. 0 6,36 13.1) 3,6 86 0,81 0,99 4,68! 1,22 1,44 
0 6,36 62,5) 0,83 51,3 0,69 0,69 11,22 1,78 1,78 
0 (12,72 131) 917 7,86 1,44 1,40 5,70) 1,22 | 1,22 
0 12,72 62,5) 3.06 43,7 1,05 (0,5) 18,2 | 1,42 (0,71) 
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Tabelle II. 
tetrosephosphat. 


A. Versuchsdaten. 
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Gleichgewichtseinstellung, ausgehend von Methyl- 
































Ausgangs- Gleichgewichtsmengen 
. konzen- —— a 
| Tempe- Ver- tration ; Alkali- 
wr, Datum) yatur | Lisung  suchs- Methyl- Hexose-  Acet- | Methyl- —_verseif- 
| zeit tetrose- diphos- aldehyd | glyoxal bares 
HT phosphat phat | PLO; 
1936 oC eem. Min. mg P20; | mg P.O; mg mg mg 
116. 1. 40 40 ° 30 4,22 1,82 | 1,65 1,16 | 2,40 
2 18.1V. 40 4,0 5 3,57 1,16 1,42 1,11 2,41 
| 4,0 15 3,57 1,33 1,61 1,22 2,24 
3 18.1V. 20 40 10 3,57 1,34 | 1,27 O71 | 2,23 
4,0 30 3,57 1,61 1,46 0,71 1,96 
4 18.IV. 20 12 30 8,57 1,47 1.70 1,02 2,10 
5 |18.1V. 0 + 30 3,57 1,30 1,05 0,56 2,27 
| 4 90 3,57 1,67 1,28 0,50 1,90 
B. Berechnung. 
Gleichgewichtskonzentration 10-3 mol. Kg - 10-1 aus 
ae sacle iene e 
, é onzen- ioxy- xy- 
e Ral Tempe- tration pean aceton- | 
Nr. | seit ratur 10-3 mol. Hexose- phos- phos- Methyl- Methyl-| Acet- 
Methyl- — diphos-| Acet- || ‘phat phat aus tetrose-  giy-  /aldehyd 
tetrose- phat aldehyd) ‘aus Acet- phos- oxal | bildung 
phosphat Methyl- dehyd- phat 
Min. oC /glyoxal | yiidung 
1 
1 380 40 14,9 3,20 9,3 3,67 2,9 4,81 6,0 5,5 
2 15 40 12.6 2,36 8,9 3,95 | 4,18 | 3,95 | 7,4 7,4 
3. 380 20 12,6 2,86 805 2,08 2,33 482 435 4,62 
4 30 20 4,2 085 313 1,07 1,48 140 56 5,50 
5 | 90 0 12.6 2,97 | 7,05 | 1,26 | 1,11 | 542 | 3,25 | 293 
Abb. 5. Einstellung des Gleichgewichts Acetaldehyd mo/ 
+ Dioxyacetonphosphat von beiden Seiten (16. I. 1936). rAd 
Je 0,50 cem Muskelextrakt, 14 Std. dialysiert + 1 ccm 0” 
m/100 Na, HPO, + 0,5 eem 2,6 %/oiges NaHCO, auf 
4eem. Ausgehend von Hexosediphosphat (4,0mg P. 05, 
entsprechend —» der Ordinate} und Acetaldehyd 1 
(2,43 mg); andererseits von Methyltetrosephosphat 
mit 4,22 mg P.Os. 
Ordinate: 10-3 Mol gebundenes Phosphat und 9 | 
10-3 Mol freier Acetadehyd. ‘— 
4----. Dioxyacetonphosphorsiure (berechnet aus > 
Methylglyoxal nach 60 Min. Hydrolyse). Der NS 
Nullwert der oberen Kurve entspricht der 6S 
Einstellung des Zymohexase-Gleichgewichts . x 
vor Zusatz des Acetaldehyds. We sence ee 
° o Acetaldehydumsatz. Der Endwert von beiden ee oa 
Seiten ist gleich. 3 
< Methyltetrosephosphat, berechnet als 1,10 mal 
der Differenz von alkaliverseifbarem P.O; 
und Methylglyoxal. Der Endwert beider- 
seits ist nahezu gleich. JOM. 
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Wegblasen des Acetaldehyds wie durch Umstellung der Temperaturen 
und durch Verdiinnung laBt sich die Reversibilitat des Gleichgewichts 
prifen. Einige Beispiele dafiir sind im experimentellen Teil gegeben. 


3. Enzymatisches Verhalten des Meth yltetrosephosphats. 

Die beschriebene Gleichgewichtsreaktion findet offenbar in allen 
Enzymansatzen statt, die Zymohexase enthalten!, da ja diese als Aldolase 
anzusehen ist. Von besonderer Bedeutung ist dies fiir die Aufspaltung 
des Methyltetrosephosphats im Mazerationssaft. Wahrend der Ester 
und ebenso die phosphatatisch daraus abgespaltene Methyltetrose von 
lebender Hefe nicht vergoren werden, wird er in undialysiertem Maze- 
rationssaft in der Weise umgesetzt, daB pro Mol abgespaltener Phosphor- 
siure 1 Mol Kohlenséure und 1 Mol Alkohol auftreten. 

Beispiel (25. X. 1953). Mit 0,75 cem Mazerationssaft von 4,02 mg 
Methyltetrosephosphat-P,O,; in 2 cem in 4 Stunden gebildet 1030 emm CO, 

2,06 mg = 4,7.10-° Mol. Alkohol gebildet 2,26mg = 4,9. 10-5 Mol.?. 
Anorganisches Phosphat abgespalten 3,47 mg P,O; = 4,9. 10~-° Mol. 

Da die Verbindung im Mazerationssaft in ihre Komponenten 
dissoziiert, entsteht Dioxyacetonphosphorsaure, die wie gewoéhnlich 
vergoren wird. Ebenso wandelt sich die Verbindung in Gegenwart von 
n 20 NaF in schwer hydrolysierbaren Ester um, wahrend die Kohlensaure- 
bildung gehemmt ist. Dieser schwer hydrolysierbare Ester diirfte zur 
Hauptsache Phosphoglycerinséure sein, neben Glycerinphosphorsaure. 
Die Reaktion entspricht derjenigen von Dioxyacetonphosphorsaure 
(bzw. Hexosediphosphorsaure) in Gegenwart einer aquivalenten Menge 
Acetaldehyd und NaF. Das Ausbleiben dieser intermolekularen Oxydo- 
reduktion in langer gestandenem Mazerationssaft muB fiir die Bildung 
der Substanz in den im Abschnitt la geschilderten Versuchen ver- 
antwortlich gemacht werden. 

Von Interesse ist die phosphatatische Spaltung des Esters, die mit 
Phosphatasen verschiedener Organe gelingt. Wegen der hohen Alkali- 
verseifbarkeit der Verbindung verwandten wir die saure Prostata- 
phosphatase von Kutscher und Worner (px Optimum 5,3)3. Mit 1 cem 
Phosphataselésung (2 mg Trockengewicht) wird in 8 cem bei px 5,3 von 
43 mg Methyltetrosephosphat-P, 0, in 1 Stunde 80°, in 3 Stunden 90 %,, 
in 6 Stunden 94 bis 97 °,, Pabgespalten. Die Spaltung geht etwa dreimal so 
rasch wie diejenige von Hexosediphosphorsaure unter gleichen Bedin- 
gungen. Die freie Methyltetrose wird nicht vergoren. Die geringe Kohlen- 


1 Vgl. O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 273, 413, 1934. 
2 Bestimmung des Alkohols: vgl. O. Meyerhof u. W. Kiessling, ebenda 
267, 313, 1933; 281, 249, 1935. — *% Zeitschr. f. physiol. Chem. 238, 275, 
1936. Herrn Dr. Kutscher danken wir fiir die Uberlassung einer Lésung ge- 
reinigter Prostataphosphatase. 
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sduremenge von | bis 2°% der theoretischen ist auf Nebenreaktionen, 
insbesondere Bildung von Dioxyaceton zuriickzufiihren und entspricht 
der geringfiigigen Bildung von Methylglyoxal. Sehr viel gréBer sind 
diese Nebenreaktionen bei Spaltung in neutraler Lésung mit Darm- 
schleimhautphosphatase. Die freie Methyltetrose besitzt einen Re- 
duktionswert von 55 % einer aquivalenten Fruktoselésung und schwache 
Linksdrehung ([«]) = — 3°). 

Da es sich bei der Aldolase um ein selektiv, aber nicht streng 
spezifisch wirkendes Enzym handelt, bleibe dahingestellt, ob gerade die 
hier geschilderte Aldolkondensation mit Acetaldehyd eine physiologische 
Bedeutung besitzt. Es ware méglich, daB diese Reaktion bei der alko- 
holischen Garung eine Vorstufe fiir die Oxydation des Triosephosphats 
darstellt, indem der Zerfall des Methyltetroseesters zu Athylalkohol und 
Phosphoglycerinsaure fiihrt. Eine derartige intramolekulare Oxydation 
ist aber bei der Milchséurebildung des Muskels nicht méglich, weil hier 
kein Acetaldehyd entsteht und die Brenztraubensaure sich mit Dioxy- 
acetonphosphorséure nicht kondensiert. 


Experimenteller Teil. 
Darstellung der Methyltetrosephosphorsdure. 
a) Aus Dioxyacetonphosphorsaure mit Acetaldehyd im Muskel- 
extrakt (vgl. oben S. 306). 

Prinzip: Da die Dioxyacetonphosphorsaure in Muskelextrakten im 
Gleichgewicht mit Hexosediphosphorsaure steht, wird man fiir die 
Aldolkondensation der Dioxyacetonphosphorséure mit Aldehyden ganz 
allgemein von der leichter zuganglichen Hexosediphosphorsaure! aus- 
gehen. Durch Erhéhung der Acetaldehydkonzentration wird das enzy- 
matische Gleichgewicht (vgl. S. 306) ganz nach der Seite der Synthese 
verschoben. Bei der Isolierung ist zu beachten, daB die Verbindung in 
saurer Lésung zwar gut bestandig ist, in alkalischer Lésung aber leicht 
zerfallt, besonders in Gegenwart von Erdalkalien und Schwermetallen, 
wo neben der Abspaltung von Phosphorséure auch noch eine mehr 
oder minder groBe Kondensation zu nicht verseifbaren P-Verbindungen 
stattfindet. Deshalb muB8B die Neutralisation mit Atzalkalien oder 
Ammoniak in eiskalter Lésung unter sehr gutem Riihren erfolgen. Es ist 
zweckmaBig, Muskelextrakte zu verwenden, die durch Dialyse von den 
vorhandenen P-Verbindungen weitgehend befreit sind. Die Isolierung 
gelingt aber auch leicht mit inaktiviertem Muskelextrakt oder -brei. Zur 
Inaktivierung ]48t man einige Stunden im Zimmer stehen. 

Darstellung. 150 eem Kaninchenmuskelextrakt 2 Stunden gegen 0,5 % 
KCl und 3 Stunden gegen destilliertes Wasser dialysieren, mit einem Ge- 


? Der I. G. Farbenindustrie, Bayers Farbwerke, Elberfeld, danken 
wir fiir Uberlassung gréferer Mengen von Ca-Candiolin. 


Biochemische Zeitschrift Band 286. 94 











312 O. Meyerhof, K. Lohmann u. Ph. Schuster: 


misch von 350cem 6% ig. Acetaldehyd, 20 cem 8,4 °% ig. NaHCO, und 
230 com Na-Hexosediphosphat (aus 7,0 g Ca-Candiolin nach genauem 
Ausfallen des Ca mit Oxalsaure) versetzen, 5°, CO,/N, durchleiten, 60 Mi- 
nuten bei 20 bis 25° stehen lassen, mit 50 cem 40° ig. Trichloressigsaure 
enteiweiBen, EiweiBniederschlag iiber Kieselgur absaugen und mit 50 cem 
4° ig. Trichloressigsiiture nachwaschen. In der trichloressigsauren Lésung 
sind etwa 95°, des gesamten organisch gebundenen Phosphats alkali- 
verseifbar geworden. 

Isolierung als Ag-Salz. Trichloressigsaure Lésung bis etwa py 4 neutrali- 
sieren, im Vakuum auf ein Drittel einengen (Wasserbadtemperatur 30 
bis 35°), dann mit Ammoniak auf pq 7,5 bis 8 bringen und fraktioniert mit 
2m AgNO, fallen. Es fallen bei tropfenweisem Zusatz des Silbernitrats 
zuerst amorphe Ag-Salze aus (Purinderivate aus dem Extrakt, Hexose- 
diphosphat, anorganisches Phosphat usw.), dann eine kérnige Fraktion, die 
sich bei Licht schnell verfarbt, und schlieBlich das kristallinische Ag-Salz 
der Methyltetrosephosphorsaure, das besonders gut unter dem Polarisations- 
mikroskop zu erkennen ist, waihrend die kérnige Substanz nicht doppel- 
brechend ist. Bei 6fterem Abzentrifugieren der ausfallenden Silbersalze ist 
die beendigte Entfernung der Verunreinigungen gut daran zu erkennen, dab 
das Ag-Methyltetrosephosphat erst bei gréBerem Zusatz von AgNO, aus- 
fallt, da es in Wasser und besonders in Gegenwart seines Alkalisalzes ver- 
haltnismaBig leicht léslich ist. Man setzt soviel Ag N O, hinzu, daB die Kon- 
zentration an tiberschiissigem AgNO, zum SchluB mindestens n/10 bis n/5 
ist. Man 1laBt im Dunkeln | Stunde in Eis stehen, saugt ab, wascht mit 
50 °oig. Alkohol, absolutem Alkohol und Ather. Das Ag-Salz fallt in Nadeln 
aus, die zumeist sternf6érmig angeordnet sind. Das Salz ist in Lésung und 
Substanz so lichtbestandig, daB fiir die Zeit der Ausfallung nicht im Dunkeln 
gearbeitet zu werden braucht. 

Zum Umkristallisieren wird das Salz mit NaCl zersetzt und die Lésung 
wieder fraktioniert mit AgNO, gefallt. 


b) Isolierung aus Hefemazerationssaft (vgl. oben S. 302). 


Hefemazerationssaft aus Léwenbrauhefe. Es ist vorher festzustellen, 
ob der Mazerationssaft wirksam ist. 

Versuchsansatz. 100 cem Mazerationssaft werden mit einem Gemisch von 
70cem Wasser, 80 ccm 2,6%ig. NaHCO,, 20cem m NaF, 40cem 4 %ig. 
Acetaldehyd versetzt und nach gehérigem Durchleiten von CO, 40 cem 
10 % ig. Glucose und 10 cem Na-Hexosediphosphat (mit 12 mg P,O; pro ccm) 
zugegeben. Nach zweistiindigem Stehen bei 28° weiterer Zusatz von 40 ccm 
4°% ig. Acetaldehyds. Man entnimmt stiindlich eine Probe und _be- 
stimmt das anorganische P und das verseifbare P. Wenn nach etwa 4 bis 
6 Stunden bei 28° 40 bis 60 % des von vornherein vorhandenen anorganischen 
Phosphats alkaliverseifbar geworden sind (pro ccm Ansatz 1 bis 1,5 mg 
P,O;, eventuell la8t man iiber Nacht stehen), wird mit 40 cem 40 %ig. Tri- 
chloressigséure enteiweiBt, der EiweiBniederschlag abgetrennt und mit 
wenig 4° iger Trichloressigsiure nachgewaschen. Trichloressigsaure L6sung 
bis schwach kongosauer neutralisieren und mit dem doppelten Volumen 
Alkohol fallen; Niederschlag verwerfen. Akoholische Lésung schwach 
lackmussauer machen, mit 8,5 g festem AgNO, in konzentrierter Losung 
versetzen, Niederschlag verwerfen. Lésung mit 55 ccm 25 %igem neutralem 
Pb-Acetat fallen, den Niederschlag, der die Verbindung enthalt, mit 
Wasser fein verriihren und mit H,S (oder H,S0Q,) zersetzen. Nach Entliiften 
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ohne zu neutralisieren weitere Verunreinigungen mit Hg(NO,), in salpeter- 
saurer Lésung ausfallen, bis kein Niederschlag mehr auftritt. 

Neutralisierte Lésung, die etwa 10mg P,O; pro cem enthalten soll, 
in derselben Weise wie beschrieben fraktioniert als Ag-Salz fallen. 

4,630 mg = 1,06 mg H,O; 2,285 mg CO,. 4,808 mg = 1,12 mg H,O; 
2,35mg CO,. 20,47 mg = 4,80cem n/100 Essigsiure = 2,88 mg Essig- 
siure = 0,817 mg CH, ?. P (kolorimetrisch); anorganisches P,O; null, nach 
Verseifung mit NaOH 15,10°, P,O;; nach Veraschung 15,55°, P,O;. 
— 4,52 mg = 3,02 mg AgCl. — 6,21 mg Substanz = 4,11 mg AgCl. 

C;H,O,PAg, . 1 H,O (Ag-Methyltetrosephosphat, Mol.-Gew. 445,9). 

Gefunden: C 13,46 %, 13,33 %; H 2,56 %, 2,61 %; P 15,55 %; Ag 50,1 %, 
49,6 %. 

Berechnet: C 13,46 °%); H 2,49; P 15,93 °, ; Ag 48,4 %. 

CH,: Gefunden 3,99°,; berechnet 3,82 °%. 

Léslichkeit des Ag-Salzes. In 1,0cem Wasser bei 20° entsprechend 
1,01 mg P,O;, in Wasser bei 0° 0,57mg P,O;, in n/10 AgNO, bei 20° 
0,18 mg P,O;. Die wasserige Lésung zersetzt sich beim Erwarmen. 

Beim Trocknen des Ag-Salzes iiber P,O,; im Hochvakuum erfolgt schon 
bei 66° Braunung und Zersetzung. 

Der Gehalt an verseifbarem P betragt in verschiedenen Praparaten 
97 bis 100°, des gesamten P. 

Meth ylglyoxalbestrmmung. Bei der Methylglyoxalbestimmung nach 
Ariyama? wird nach 90 Minuten langer Hydrolyse in n HC! bei 100° eine 
Blaufarbung erhalten, die fiir das Silbersalz 1,44 °, Methylglyoxal entspricht, 
bezogen auf Triose 7°. Bei kiirzerer Hydrolysezeit ist die ,,Methylglyoxal*- 
menge etwas gréBer, maximal nach 30 Minuten etwa 12°, (bezogen auf 
Triose); sie sinkt dann bei 60 Minuten langer Hydrolyse auf 10°, ab. Bei 
anderen Salzsiurekonzentrationen erhalt man dasselbe Maximum in ent- 
sprechend anderen Zeiten, z. B. in n/4 HCI nach 3 Stunden, in 2n HCI nach 
15 Minuten. Ohne KCN-Zusatz tritt ebenfalls eine geringere Blaufarbung 
auf, die rund 10°, der mit KCN erhaltenen entspricht und bei der Be- 
rechnung des ,,Methylglyoxals* in Abzug gebracht wird. Dieses ,,Methyl- 
glyoxal" entstammt nicht einer Verunreinigung des Ag-Salzes mit Triose- 
phosphorsaure, sondern entspricht einer Reaktion, die von der Verbindung 
selbst gegeben wird. Beim Umkristallisieren nimmt die Menge nicht ab. 
In den Gleichgewichtsversuchen (s. oben 8. 308) wurde stets 60 Minuten 
hydrolysiert und dabei die Annahme gemacht, daB hier, bezogen auf Triose, 
9% Methylglyoxal entstehen. Infolgedessen ist die Differenz des alkali- 
verseifbaren P,O; und des Methylglyoxals in mg mit 1,10 multipliziert, um 
das Methyltetrosephosphat (in mg P,O;) zu berechnen. 

Optische Drehung. | = 200 mm, t = 20°; ¢ und [] ist immer auf freie 
Saure (Mol.-Gew. 214) bezogen. 


Neutrales Na-Salz: ¢ = 1,569, « = + 0,460°, [ x]99 = + 14,79, 
Saures Na-Salz: ¢ = 1,46%, « = + 0,148°, (xf? = + 5,1°. 
Freie Saure: c = 1,37%, x = + 0,049%, [x8 = + 1,8°. 


Die optische Aktivitat ist in der trichloressigsauren Lésung nach Ent- 
eiweiBen des Versuchsansatzes sowie nach ihrer teilweisen und vd6lligen 
Neutralisierung erheblich gréBer (bezogen auf alkaliverseifbares P) als in 


1 R. Kuhn u. H. Roth, Ber. 66, 1274, 1933. — ? J. of biol. Chem. 
77, 359, 1928. 
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dem isolierten Ag-Salz nach Umsetzen mit NaCl bzw. nach teilweisem oder 
voliigem Anséuern. 


Hydrolyse in n HC! bei 100°. 





Hydrolysezeit : 7 Min. 15 Min. 30 Min. 60 Min. 
glo Pe Og poepatten: ce 11,8 24,4 47,4 73,1 
Mie 5 Tyee Se tear biett 454 8,2 10,5 9,7 


Die Aufspaltung ist nach 180 Minuten praktisch vollstandig. Das bei 
unvollstandiger Saurehydrolyse nicht abgespaltene Phosphat bleibt véllig 
alkaliverseifbar. 


Verseifung mit Natronlauge bei 20°. 





Hydrolysezeit: || 1 Min. 3 Min. 10 Min. 10 Min. 
NaOH-Konzentration. ...... n/3 n/l0 | n/30 n 
9 PgO, gespalten. ....... 29 29 26 ~=6|~—s- 100 


Die Verseifungsgeschwindigkeit ist der Alkalikonzentration proportional. 


Abbau durch Oxydation. 


Bei der Oxydation mit KMnQO, in schwach schwefelsaurer Lésung 
bei 20° (z. B. 1,5 cem Lésung mit 1,0 mg P,O;, 0,5 cem n H,SO,, 1,0 eem 
n/10 KMnO, + 1 Tropfen MnSO,), sowie bei der Oxydation mit H,O, 
in alkalischer Lésung bei 20° (z. B. 20 cem neutrale Lésung mit 15 mg P,O;; 
1,0cem 30°%ig. H,O,; 20cem n/10 NaOH) wird das alkaliverseifbare P 
schnell in eine nicht verseifbare und in Saéure schwer hydrolysierbare P-Ver- 
bindung umgewandelt, die sich als Phosphoglykolsiéure erwies. Die Ver- 
bindung wurde erstmalig von Kiessling! durch Oxydation von Glycerin- 
séure-3-phosphorséure mit K Mn O, bei 60° dargestellt und als saures Ba-Salz 
kristallinisch erhalten. 

Fiir die Darstellung wurde 1 g Ag-Salz in 25 cem n/4 HCl gelést und die 
Lésung mit 8cem 2nH,SO, und 3 Tropfen 10°%ig. MnSO, versetzt. 
Oxydation mit 105cem n/10 KMnO, in Portionen von je 5cem bis zur 
jedesmaligen Entfairbung. Dauer der Oxydation bei 25° 25 Minuten. Iso- 
herung iiber das Pb-Salz als Ba-Salz, das aus schwach kongosaurer Lésung 
nach Versetzen mit Alkohol kristallinisch ausfiel. 8,060 mg = 1,24 mg H,O, 
2,445 mg CO,. — 8,43 mg = 649mg BaSO, = 3,8lmg Ba. P (kolori- 
metrisch) anorganisches P,O; null, Gesamt-P,O,; 23,10 °%. 

C,H,0.P Ba. 1H,O (Ba-Glykolséurephosphat, Mol.-Gew. 309,4). 

Berechnet: C 7,75, H 1,63, Ba 44,3, P,O,; 22,95. 

Gefunden: 8,27, 1,72 45,2, 23,10. 


Bei der Oxydation der Methyltetrosephosphorsaéure mit K MnO, im 
Milchsaurebestimmungsapparat wird pro Atom P ein Molekiil bisulfit- 
bindende Substanz abgespalten (Acetaldehyd). Die Oxydation erfolgt in 
n/10 H,SQ, schneller als in m/5 H,PO,, waihrend die Oxydation der Milch- 
siure hierdurch nicht beeinfluBt wird. 

Versuch. Eine Lésung der Methyltetrosephosphorsiure mit 0,494 mg 
alkaliverseifbarem P,O,; entsprach 2,76cem n/200 Jod = 0,303 mg Acet- 
aldehyd; berechnet: 0,306 mg Acetaldehyd. 


1 W. Kiessling, Ber. 68, 243, 1935. 
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Die Abspaltung von Acetaldehyd mit KMnO, in saurer Lésung ist 
schon in der Kalte am Geruch wahrnehmbar. Der in der Lésung verbleibende 
Aldehyd wird aber vom iiberschiissigen Permanganat bald weiter oxydiert. 

Bei Séurehydrolyse und alkalischer Verseifung entstehen je nach den 
Versuchsbedingungen wechselnde Mengen von Acetaldehyd und anderen 
bisulfitbindenden Substanzen, die mit Dinitrophenylhydrazin ein noch nicht 
naher definiertes Gemisch von Hydrazonen geben. 

Von den fiinf C-Atomen der Verbindung werden also bei der Oxy- 
dation mit KMnO, vier als Phosphoglykolsiure und Acetaldehyd 
wiedergefunden. Das fiinfte wird dabei zu CO, oxydiert. 


. 


Versuch. Eine schwefelsaure Lésung von Methyltetrosephosphorsaure 
mit 0,217 mg P,O; im Warburg-GefiB mit schwefelsaurem K MnO, (ohne 
MnS0O,-Zusatz!) oxydiert. Bei 20° nach 115 Minuten 74cmm CO, 
= 0,148 mg CO, gebildet. Berechnet fiir die Oxydation von 1C zu CO, 
0,135 mg CQ). 

Bei der Oxydation mit H,O, in alkalischer Lésung werden nach 
schwachem Ansauern mit H,S0O,, Zerst6rung des iiberschiissigen H,O, und 
Destillieren im Destillat pro Molekiil je nach den Versuchsbedingungen 
2,55 bis 2,75 Laugendquivalente verbraucht. Das als Na-Salz eingeengte 
Destillat gibt mit AgNO, Kristalle vom Aussehen und dem Verhalten des 
ameisensauren Silbers, die aber nicht ganz einheitlich sind. Berechnet fiir 
vollstandige Oxydation der Verbindung zu Phosphoglykolsiure und Ameisen- 
siure 3,0 Laugeniquivalente im Destillat. 

Phenylosazon. Beim Erwarmen mit essigsaurem Phenylhydrazin fallt 
unter Abspaltung der Phosphorsaure ein Phenylosazon aus. Die Abspaltung 
der Phosphorsaure hierbei beweist, daB das zur Carbonylgruppe benachbarte, 
endstandige C-Atom mit Phosphorsiure verestert ist. Bei der Darstellung 
in verdiinnter Lésung (10 mg P,O, in 15 bis 20 cem Lésung) wird das Osazon 
sofort in doppelbrechenden verfilzten Faden erhalten. Nach Waschen mit 
verdiinnter Essigsiure und Wasser F 165° bis 167°; nach dem Umkristalli- 
sieren durch Lésen in Chloroform und Fallen mit Petrolather entstehen 
sternférmige Nadeln, deren F auffalligerweise tiefer, bei 156° liegt. 

3,186 mg = 1,78mg H,O, 7,56mg CO,. — 3,078 mg = 0,496 cem N 
(755 /30°). 

C,;H.yN,O, (Methyltetrosephenylosazon, Mol.-Gew. 312,2). 

Gefunden: C 64,73, H 6,26°%, N 18,03. 

Berechnet : 65,34 %, 6,46 %, 17,95 %. 

Die Untersuchung des Osazons mu fortgesetzt werden. 

Reduktionskrajt nach Shaffer-Hartmann (Ausfiihrungsform Shaf/er- 
Somogyi). 1,0cem mit 1,43 mg P,O; verbraucht 5,53 cem n/100 Natrium- 
thiosulfat, entsprechend 1,31 mg Fructose bzw. 1,275 mg Glucose. Berechnet 
auf Methyltetrosephosphorséure betraigt die Reduktionskraft absolut 30°, 
und auf aquivalente Ketosekonzentration bezogen 36,3°, derjenigen von 
Fructose. 

Die freie Methyltetrose (Mol.-Gew. 134) verbraucht nach Spaltung mit 
Prostataphosphatase fiir 1,66 mg (= 0,88 mg abgespaltenes P,O;) 5,17 cem 
n/100 Na-Thiosulfat, was absolut 74°, und fiir aquivalente Ketosekonzen- 
tration 55°, der Reduktionskraft von Fructose entspricht. Nach Behand- 
lung mit lebender Hefe wird der Betrag auf 54,5°, herabgesetzt. Nach 


1 J. of biol. Chem. 100, 695, 1933. 
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Spaltung mit Darmschleimhaut in neutraler Lésung ergibt sich unter gleichen 
Umstanden eine restierende Reduktionskraft von 58% derjenigen einer 
aquivalenten Fructoselésung. 

Reduktionskrajt nach Willstdtter-Schudel. In sodaalkalischer Lésung 
(4,0cem Lésung mit 1,54mg P,O, + 1,0cem n/10 Jod + 2,0cem n/10 
Na,CO;) wurden nach 40 Minuten bei 20° 0,33 cem n/100 Jod = 0,08 Aqui- 
valente verbraucht. Die Verbindung ist also eine Ketose. 

Aus den vorstehenden Ergebnissen ergibt sich fiir die Konstitution : 

1. aus der Nichtreduzierbarkeit mit Hypojodit, daB eine Ketose 
vorliegt, 

2. aus der Osazonbildung unter Abspaltung von Phosphorsaure sowie 
aus der Darstellung von Glykolséurephosphorsaure, daB die zur Carbony]- 
gruppe benachbarte primare Alkoholgruppe mit Phosphat verestert ist, 

3. aus der quantitativen Oxydation mit Chromsaure zu Essigsdéure 
bzw. mit saurem Permanganat zu Acetaldehyd, daB eine Methylgruppe 
vorhanden ist. 


Vollstandigen AufschluB iiber die Konstitution und insbesondere 
die Bildungsweise ergaben enzymatische Versuche mit Muskelextrakt. 


c) Gleichgewichtsansatze. 

Bei Zusatz der Methyltetrosephosphorsaéure zu inaktiviertem oder 
dialysiertem Muskelextrakt stellen sich die oben geschilderten Gleich- 
gewichte ein, so daB schlieBlich neben der unveranderten Ausgangs- 
verbindung noch Acetaldehyd und Dioxyacetonphosphorsaure (1. Gleich- 
gewicht), Hexosediphosphorsaure (2. Gleichgewicht) und in sehr kleiner 
Menge Glycerinaldehydphosphorsaure (3. Gleichgewicht) vorhanden sind. 

Versuch 1. In 1,0cem Extraktgemisch (Kaninchenmuskelextrakt, 

5 Stunden dialysiert; je 1,0 cem Extrakt + 0,1 cem 8,4°%ig. NaHCO, 
+ O,leem m/10 Phosphat, pu 7,4, 5% CO./N,) + 1,5 cem Lésung mit 
1,35 mg alkaliverseifbarem Methyltetrosephosphat-P,O, (Temperatur 20°) 
wurden 0,64 mg _ verseifbares P,O; wiedergefunden; also unverseifbar 
geworden 0,71 mg P,O;, das als Ba-Hexosediphosphat in einem gr6Beren 
Versuchsansatz isoliert wurde. 

5,860 mg = 1,54 mg H,O; 2,32mg CO,. — 3,13 mg = 2,13 mg BaSO, 
= 1,25 mg Ba. — P,O, (kolorimetrisch) 20,7 %. 

Cg Hy 0,.P, Ba, . 4 H,O (Ba-Hexosediphosphat, Mol.-Gew. 683,0). 

Gefunden: C 10,80%, H 2,94%. P,O; 20,79, Ba 40,0 %. 

Berechnet : 10,54 %, 2,66 %, 20,6 %, 40,2 %. 

Bei der Hydrolyse in n HCI nach 15 Minuten abgespalten 44,0 %, nach 
friiheren Untersuchungen! 44,9 %. 

Ferner wird zwischen 0 und 7 Minuten sowie 7 und 30 Minuten dieselbe 
Menge P abgespalten; dies ist charakteristisch fiir Hexosediphosphorsaure. 
Mit dialysiertem Muskelextrakt (2,0 cem Fermentlésung mit 0,87 mg P,O;) 
wurden bei 20° 21,8%, bei 70° 64,4°% alkaliverseifbares P gebildet. 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 194, 306, 1928. 
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Die Einstellung des Gleichgewichts von beiden Seiten ist bereits in 
den Tabellen I und II wiedergegeben. Fiir die nachtragliche Umstellung 
des Gleichgewichts seien folgende Belege angefihrt: 

Versuch 2 (29. X. 1935). Bei Zusatz von 4,6 mg Hexosediphosphat- 
P,O,; zu einem Zymohexase-Ansatz von 4 ccm ohne Acetaldehyd gebildet: 
0,70 mg Dioxyacetonphosphat-P,0;. Bei Zugabe von 20 mg Acetaldehyd 
(siebenfach aquivalente Konzentration) in 10 Minuten 3,75 mg Methyltetrose- 
phosphat-P,O, bei 0,35 mg Dioxyacetonphosphat-P,O;. Durchliiftung eines 
Teiles des Ansatzes zur Wegfiihrung des Acetaldehyds bringt den Methyl- 
tetrosephosphatwert auf 0,68 herab, waihrend das Dioxyacetonphosphat auf 
0,84 mg P,O, steigt. 

Versuch 3 (18. XII. 1935). Ein Ansatz, ausgehend von 4,12 mg 
Methyltetrosephosphat-P, O, in 4 cem, ergab beim Stehen bei 40° in 15 Minuten 
1,82 mg Methyltetrosephosphat-P,O,;, dagegen bei Durchliiftung zur Weg- 
fiihrung des Acetaldehyds 0,86 mg. Das Dioxyacetonphosphat betragt im 
ersten Falle 0,83 mg, im zweiten 0,91 mg P,O;. Bei etwa derselben Ausgangs- 
konzentration (4,0 mg P,O;) stellen sich Hexosediphosphat + eine aqui- 
valente Menge Acetaldehyd in 15 Minuten auf 1,33 mg Methyltetrose- 
phosphat-P, 0, und 0,85 mg Dioxyacetonphosphat-P,O; ein. Bei 45 Minuten 
Durchliiftung fallt das erstere auf 0,38 mg P,O,; bei 0,97 mg Dioxyaceton- 
phosphat-P,O, ab. 

Man sieht aus dem letzten Beispiel, daB die Anderungen in der er- 
warteten Richtung liegen, daB aber bei nachtraglicher Umstellung keine 
genaue quantitative Ubereinstimmung von beiden Seiten aus erreicht 
wird. Das liegt vor allem daran, daB mit der Zeit noch andere methyl- 
glyoxalbildende Substanzen entstehen, die nicht beriicksichtigt sind, 
sondern hier, wie in andern Fallen, auf Dioxyacetonphosphat und 
Methyltetrosephosphat verrechnet sind. 

Andererseits zeigt nachtragliche Temperaturanderung, daB auch 
in Gegenwart von Acetaldehyd das Dioxyacetonphosphat sich in 
der Richtung andert, wie es durch die Abhangigkeit des Ky, von der 
Temperatur gefordert wird. 

Versuch 4 (18. XII, 1935). Wird der letztbeschriebene Ansatz (Ver- 
such 3) mit aquivalenter Konzentration Hexosediphosphat und Acetaldehyd 
nachtraglich von 40° auf 20° abgekiihIt, so sinkt das Dioxyacetonphosphat 
von 0,85 mg P,O; auf 0,40 mg P,O;, wahrend das Methyltetrosephosphat 
unverandert bleibt (1,36 mg P,O, statt 1,30 mg P,O;). Umgekehrt steigt bei 
Temperaturerhéhung auf 60° das Dioxyacetonphosphat auf 1,8 mg P,O;. 

SchlieBlich muB die Gleichgewichtsverteilung auch von der Ver- 
diinnung des gesamten Ansatzes abhangen, da sowohl (1) wie (2) (8.306) 
Dissoziationsgleichgewichten entsprechen und der Dissoziationsgrad 
bekanntlich mit der Verdiinnung stark steigt. 

Versuch 5 (5. XI. 1935). Ein Ansatz, ausgehend von 2,38 mg Methyl- 
tetrosephosphat-P,O;, stellt sich bei 20° auf 1,08mg Methyltetrose- 
phosphat-P,0O;, 0,26 mg Dioxyacetonphosphat-P,O, und 1,04 mg Hexose- 
diphosphat-P,O,; ein. Wird er durch Zusatz von verdiinnter Enzymlésung 
aufs dreifache Volumen gebracht (von 2,0 cem auf 6 ccm), so nimmt das 
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Methyltetrosephosphat in 15 Minuten auf 0,52 mg P,O; ab, das Dioxy- 
acetonphosphat auf 0,62 mg P,O; zu. 

Als Beispiel fiir die Bildung von Methyltetrosephosphat in anderen 
Geweben diene folgender Versuch an Gehirnbrei, dessen Zymohexase- 
konzentration 1 bis 2°, derjenigen der Muskulatur betragt. 

Versuch 6 (10. III. 1936). Mit 1 g Gehirnbrei in 3 cem wird zunachst 
das Zymohexasegleichgewicht eingestellt, wobei aus 6,2 mg Hexosedi- 
phosphat-P,O,; in 10 Minuten 0,94 mg Dioxyacetonphosphat-P, O; entstehen. 
Nach Zugabe von 20mg Acetaldehyd werden in weiteren 10 Minuten 
2,88 mg Methyltetrosephosphat-P,O,; gebildet. 

Andererseits erfolgt die Aldolkondensation nur auf enzymatischem 
Wege. Stellt man zunachst das Zymohexasegleichgewicht ein, tétet dann 
das Fermentgemisch durch Trichloressigsiure ab, nachdem sich Dioxy- 
acetonphosphorsaure gebildet hat, und fiigt nach der Neutralisierung 
Acetaldehyd hinzu, so findet keine Reaktion statt. Ebensowenig zer- 
fallt Methyltetrosephosphat in Lésung spontan unter Abgabe von 
Acetaldehyd. 

Zusammenfassung. 

In Gewebsausziigen, besonders im Muskel- und Hefeextrakt, bildet 
Dioxyacetonphosphorséure fermentativ mit Aldehyden unter Aldol- 
kondensation Ketophosphorséuren mit verlangerter C-Kette. Dieses 
kohlenstoffbindende Ferment wird ,,Aldolase“* genannt. So entsteht bei 
Einwirkung von Acetaldehyd auf Hexosediphosphat in dialysiertem oder 
inaktiviertem Muskelextrakt Methyltetrosephosphat, und zwar durch 
Reaktion des Acetaldehyds mit dem im Gleichgewichtsansatz aus 
Hexosediphosphat gebildeten Dioxyacetonphosphat. Auf kompli- 
zierterem Wege, aber letzten Endes durch die gleiche Reaktion, entsteht 
diese Verbindung auch in undialysiertem Hefemazerationssaft in Gegen- 
wart von Fluorid, Glucose und Acetaldehyd nach Veresterung des 
anorganischen Phosphats. In einem Ansatz der Aldolase steht die 
Methyltetrosephosphorsaure mit Dioxyacetonphosphat und Acetaldehyd 
in einem dem Massenwirkungsgesetz gehorchenden reversiblen Gleich- 
gewicht. Der Ester ist alkaliverseifbar, bildet aber bei Séurehydrolyse 
nur wenig Methylglyoxal. Er wurde als_kristallisiertes Silbersalz 
C;H,O,.PO,Ag . H,O isoliert. Durch Kaliumpermanganat in saurer 
Lésung wird der Ester oxydativ zu Phosphoglykolsdéure, Acetaldehyd 
und CO, abgebaut, durch H,O, in alkalischer Lésung zu Phospho- 
glykolsaure und Ameisensaéure. Durch Phosphatase wird freie Methvl- 
tetrose abgespalten. 
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Uber die Aldolase, ein Kohlenstoff-verkniipfendes Ferment. 
II. Mitteilung: 
Aldolkondensation von Dioxyacetonphosphorsiiure mit Glycerinaldehyd. 
Von 
. Meyerhof, K. Lohmann und Ph. Schuster. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir medi- 


zinische Forschung in Heidelberg.) 
(Eingegangen am 2. Juni 1936.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Aufklarung der in der voranstehenden Arbeit beschriebenen 
Reaktion als Aldolkondensation legte den Gedanken nahe, den Acet- 
aldehyd durch andere Aldehyde zu ersetzen. Die von LE. Fischer und 
Tafel beschriebene und von E£. Schmitz naher untersuchte chemische 
Aldolkondensation zwischen Dioxyaceton und racemischem Glycerin- 
aldehyd in alkalischer Lésung, die zu einem Gemisch von Sorbose und 
Fructose fiihrt, wurde kiirzlich von H.O. L. Fischer und E. Baer mit ak- 
tivem d-Glycerinaldehyd ausgefiihrt und ergab dann ein aquimolekulares 
Gemisch von d(—)- Fructose und d(-+-)- Sorbose!. Von den vier méglichen 
Isomeren sind also nur die beiden verwirklicht, bei denen an der Ver- 
kniipfungsstelle die Alkoholgruppen in Transstellung stehen. Die 
Herren Fischer und Baer, die uns auf diese Arbeit aufmerksam machten, 
waren gleichzeitig so freundlich, uns zu unsern Versuchen frischen 
d-Glycerinaldehyd herzustellen. Da die Aldolkondensation mit diesem 
iibersichtlicher verlauft als mit inaktivem Glycerinaldehyd, seien die 
betreffenden Versuche zuerst mitgeteilt. 


1. d-Glyeerinaldehyd. 


Wenn die enzymatische Aldolkondensation mit Dioxyaceton- 
phosphorsaéure mit derjenigen von freiem Dioxyaceton in Barytlésung 
vollig iibereinstimmen sollte, so ware als Kondensationsprodukt ein 
Gemisch von d-Fructose-1-Phosphat und d-Sorbose-l-Phosphat zu er- 


1 Zeitschr. f. angew. Chem. 49, 30, 1936 (Tagung der Siidwestdeutschen 
Chemiker in Basel, 6. bis 8. Dezember 1935); Helv. Chim. Act. 19, 519, 
1936. 
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warten. Tatsachlich tritt aber nur d-Fructose-1-Phosphat in nahezu 
quantitativer Ausbeute auf Grund der folgenden Reaktion auf: 


CHy.O0,. Hy POs CH, . 0. H, PO; CH,.0.H,PO; 
| | 
C—O c=0 HOocx—— - 
| | | 
CH,OH HOC*H HOC*H 
+ <a | ' 
CHO HC*OH HC*OH 
| | | QO 
HC*“OH HC* OH HC*OH 
| | | 
CH,OH CH,OH eee 
d-Glycerinaldehyd. d-Fructose-1-phosphorsaure. 


Das Ferment wirkt also noch spezifischer als schwaches Alkali. 

Bei Zusatz von d-Glycerinaldehyd zum Zymohexaseansatz findet, 
je nach den Bedingungen von Temperatur und Konzentration, eine etwa 
20 Minuten bis 3 Stunden dauernde Reaktion statt; der Glycerin- 
aldehyd schwindet dabei, wenn im Unterschu8 zu Hexosediphosphat 
zugesetzt, zu iiber 90°, wenn im UberschuB zugesetzt, zu einer dem vor- 
handenen Hexosediphosphat nahezu aquivalenten Menge, feststellbar 
an der Abnahme des Jodverbrauchs nach Willstdtter-Schudel. Der 
Schwund des Dioxyacetonphosphats ist am Schwund des alkaliverseif- 
baren Phosphats erkennbar, der Schwund des Hexosediphosphats daran, 
daB der zwischen 30 Minuten und 180 Minuten in n HCl hydrolysierbare 
Anteil gebundenen Phosphats allmahlich auf Null sinkt. In dieser Zeit 
werden 37 °%, von Hexosediphosphat hydrolysiert, so daB sich der Gehalt 
hieran aus dem Wert A go_1g0) . 2,7 berechnen laBt. An Stelle dessen 
tritt ein in 30 Minuten vollsténdig hydrolysierbarer, nicht alkaliverseif- 
barer Ester mit starker Linksdrehung auf. Die so entstandene Ver- 
bindung, deren Isolierung im experimentellen Teil beschrieben ist, zeigt 
eine Seliwanowsche Ketosenreaktion' und einen Reduktionswert nach 
Shaffer-Somog yi 2, der etwa 75%, einer aquivalenten Fructosemenge 
entspricht. Auf Grund seiner spezifischen Drehung und des P-freien 
Glucosazons sowie seiner Hydrolysenkurve ergibt sich der neue Ester als 
identisch mit der von T'anké und Robison? aus Hexosediphosphat nach 
fraktionierter Spaltung mit Knochenphosphatase isolierten Fructose-1- 
Phosphorsaure. 

Nach Behandlung mit Phosphatase aus Darmschleimhaut entsteht 
daraus freier Zucker, der zu 90 bis 95°, vergoren wird und nach Re- 
duktionswert, optischer Drehung und Ketosereaktion mit d-Fructose 
identisch ist. 


1 Ausgefiihrt nach Morgan u. Robison, Biochem. J. 24, 119, 1930. 
2 J. of biol. Chem. 100, 695, 1933. — * Biochem. J. 29, 961, 1935. 
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a) Enzymatischer Ansatz zur Bildung von Fructose-1-Phosphat. 

Der aktive Glycerinaldehyd war von Herrn Baer, Basel, tags zuvor 
aus 6-Diacetonmannit dargestellt'. Er besaB in verdiinnter Essigsaure 
gelist: ¢ = 19.4%, [aly = + 9,3, [a]??., = + 10,65°, wahrend die 
héchste beobachtete spezifische Drehung [«]|;) nach H. Fischer = + 14° 
betragt. Der Jodwert .nach Willstatter-Schudel entsprach dem _ theo- 
retischen. 4 Tage spater war [«]7) auf + 7,8° gefallen, doch besaB die mit 
dem so veranderten Glycerinaldehyd synthetisierte Fructose-1-Phosphor- 
saure dieselbe Zusammensetzung und Drehung wie das mit dem frischen 
Glycerinaldehyd synthetisierte Praparat, so daB die Drehungsabnahme 
gegeniiber der theoretischen wahrscheinlich zur Hauptsache nicht auf 
Racemisierung sondern auf Polymerisation beruht, wodurch dieser Anteil 
aus der Synthese ausscheidet. 

Zur Verfolgung des Umsatzes dienten zwei Reihen von Ansitzen, von 
denen die erste a) einen UnterschuB, und die zweite b) einen UberschuB 
von Glycerinaldehyd enthielt. 

a) Je 1,8ccm Kaninchenmuskelextrakt (4!/, Stunden  dialysiert) 

- 0,2 cem m/10 Phosphat + 2,5 cem Hexosediphosphat (enthaltend 30 mg 
P,O;) 5 Minuten bei 40° gehalten, dann 30 mg Glycerinaldehyd in 1,5 cem 
zugegeben. 

b) Ebenso, aber 75 mg Glycerinaldehyd in 1,5 cem zugegeben. Die 
Ansatze blieben verschiedene Zeiten bei 40° stehen und wurden dann je 
mit leem 40° iger Trichloressigsaure enteiweiBt. 

Die gemessenen Umsatze pro Ansatz (Gesamtvolumen 7 ccm) sind 
in Tabelle I wiedergegeben. Die verschiedenen, am Umsatz beteiligten 
Substanzen sind in mg Zucker ausgerechnet (nicht mg P,O,). Die 
Beziehung, daB fiir 1 mg verschwundenen Glycerinaldehyd 2 mg Fructose 


Tabelle I. Bildung von Fructose-1-Phosphat im Zymohexase- 
Ansatz mit d-Glycerinaldehyd (40°). 





| Hexose-| Zeit ab Dioxy- Vax Optische Drebung 
Volu- | Zusatz) qi- — Glyce- 7 Fructose-|brauch” | #£| 
men | iD M&_ phos- rinalde- P hat Phosphat in mg Korr. fiir [ _ 
des An-| Glyce- | phat hyd- 2 me |,j2 mg Glyce- , d-Glyce- D 
satzes | ri) 4 inmg zusatz pio. & Fructose rin- @in2dm  yin- fiir freie 
aldehyd Hexose in Min. pene aldehyd aldehyd Sture 
a 6,0 39,0 38 0 5,15 + 0,145° + 0,04 


5 445 12,6 6.8 —019 +0,03 —56 

15 | 388 366 , 169 

30 | 299 492 | 233 ~—1105 +001 | —56 

60 | 261 546 260 -1,20 + 0,005 — 54,5 
38 15 | 0,77) 728 39,0 —1,71 + 0,09 

30 | 052) 746 40,7 -—1,68 + 0,09 

60 | 043) 740 41,0 —1,67 +0,09 | —57 


b. 6,0 


=~l 
or 


1 Helv. Chim. Act. 17, 622, 1934. 
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auftreten, ist, wie man sieht, vor allem in der Reihe a (mit Unterschuf 
von Glycerinaldehyd) gut erfiillt. Die Menge des Fructose-1-Phosphat- 
wird dadurch ermittelt, daB von der zugesetzten Hexosediphosphorsaure 
die noch vorhandene, die aus der Hydrolysenkurve wie oben angegeben 
bestimmt ist, und auBerdem das alkaliverseifbare Phosphat abgezogen 
werden. Bei Uberschu8 von Glycerinaldehyd, Reihe b, wird von diesem 
mehr verbraucht, als fiir die berechnete Menge Fructose-1-Phosphat er- 
forderlich ist. Hier schwindet ein Teil des Glycerinaldehyds durch 
Nebenreaktionen. Der Umsatz ist bei Uberschu8 von Glycerinaldehyd 
rascher beendigt, in Ansatz b nahezu in 15 Minuten. In den letzten 
drei Spalten ist die optische Drehung angegeben, und zwar der gemessene 
a-Wert im 2 dm-Rohr in Trichloressigséure. Zur Berechnung de 
spezifischen Drehung [«]j) mu8 sowohl fiir den noch vorhandenen 
d-Glycerinaldehyd wie fiir das Hexosediphosphat ein Betrag abgezogen 
werden, wobei die spezifische Drehung des letzteren zu + 3,0°, die des 
d-Glycerinaldehyds zu + 9,3° angenommen ist. Man erhalt dann (fiir das 
Molekulargewicht 260) die in der letzten Spalte angegebenen Werte der 
spezifischen Drehung der Fructose-1-Phosphorsdéure (— 56°), die unter 
sich praktisch konstant sind und mit der der isolierten Verbindung 
(— 52,5°) nahe iibereinstimmen. Die geringe Abweichung dirfte aut 
Ungenauigkeiten der Berechnung, insbesondere der fiir den d-Glycerin- 
aldehyd anzubringenden Korrektur beruhen. Bei der Hg-Linie (5446) 
ergibt sich in der Reihe a eine Enddrehung von « = — 1,45°, in der 
Reihe b von — 1,98°, was in entsprechender Weise berechnet ein [«].,,, 
von — 65° und — 67,5° ergibt (isolierte Verbindung [«]"!,, = — 64,3°). 
Es entsteht also praktisch ausschlieBlich Fructose-1-Phosphorsaure. 
Darstellung derselben im experimentellen Teil, 8. 331. 


b) Phosphataseversuche. 


Mit Trockenpulver aus Darmschleimhaut von Ratten, die reich an 
Phosphatase ist!, gelingt es leicht, den gesamten Zucker aus Fructose-1- 
Phosphat abzuspalten, ohne ihn zu veraéndern. DaB die aus aktivem 
d-Glycerinaldehyd synthetisierte Verbindung als Zucker mindestens 
90 °,, d-Fructose enthalt, ergibt sich aus der spezifischen Drehung, der 
Seliwanow-Reaktion und vor allem der Vergarbarkeit des abgespaltenen 
Zuckers. Mit lebender Hefe in N, erhalt man aus reiner Fructosel6sung in 
saurem Phosphat bei den von uns verwandten Konzentrationen nur etwa 
75°, der berechneten Kohlenséure, wahrend der Rest assimiliert wird. 
Bei Zusatz von Darmschleimhautextrakt und anderen Gewebsextrakten 
steigt aber die Vergarbarkeit auf 85 bis 95°. Berechnet man den ver- 


1 Macfarlane, Patterson u. Robison, Biochem. J. 28, 720, 1934. 
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gorenen Zucker aus der entstandenen Kohlensaure unter der Annahme, 
daB 88° der theoretischen Kohlenséure auftreten, was fiir eine gleiche 
Fructosemenge bei gleich viel Schleimhautextrakt fast genau zutrifft, so 
findet man, daB gegen 90°, des abgespaltenen Zuckers vergoren sind. 
Eine noch etwas gréBere Vergarbarkeit erhalt man aus der Abnahme der 
Reduktionswerte bei der Garung und &hnlich aus der weniger genauen 
Seliwanow-Reaktion. In der Tabelle II sind fiir drei derartige Versuche 
die in aliquoten Teilen gemessenen Umsatze auf je 1 eem Phosphatase- 
ansatz umgerechnet. Um den Grad der P-Abspaltung durch die Phospha- 
tase zu zeigen, ist auBer dem abgespaltenen Phosphat auch noch der 
P-Veraschungswert in Klammern angegeben. (In Versuch 1 ist die 
Spaltung nur zu etwa 90°, vollstandig.) 

Der Zucker wurde im Folin-Wu-Filtrat bestimmt, die optische 
Drehung und ebenso die Garung entweder in einem derartigen 
Filtrat oder auch nach EnteiweiBung mit Trichloressigséure, was fiir das 
Resultat gleichgiiltig ist. Im allgemeinen wurden 0,1 bis 0,2 g Hefe ver- 
wandt, die in den Ansatzen dieses und des nachsten Abschnittes 10 
bis 30 mg Fructose in 3 bis 5 ccm in etwa 3 Stunden bei 28° vollstandig 
vergaren. Die vor der Gaérung angegebene Drehung ist die direkt ge- 
messene. Fiir die Berechnung der spezifischen Drehung des vergorenen 
Anteils ist die Abnahme des Reduktionswertes zugrunde gelegt. Man 
sieht, daB sie fast genau mit der von Fructose ([«]j) = — 92°) iiber- 
einstimmt. 

Dies Resultat steht im Gegensatz zur phosphatatischen Spaltung 
von Hexosediphosphat und Fructose-6-phosphat (Neuberg-Ester). In 
beiden Fallen ergibt sich nach Spaltung mit (ungereinigtem) Darmschleim- 
hautpulver bei annahernd richtigem Reduktionswert fiir Hexosen eine 
Verkleinerung des Ketosewerts nach Seliwanow und eine starke Herab- 
setzung bis zu vélligem Schwund der negativen Drehung der Fructose. 
Die Vergarung betragt dabei nur 70 bis 80%, der theoretischen. Hier 
spielen sich also wegen der Anwesenheit der verschiedenen mutierenden 
Fermente Nebenreaktionen ab, von denen offenbar die Bildung von 
Triosephosphorséure mit nachtraglicher Abspaltung von Triose und die 
Umwandlung der Ketose-6-phosphorséure in den Robisonschen Gleich- 
gewichtsester! die wichtigsten sind. Dagegen bleibt freie Fructose bei 
Behandlung mit Darmschleimhautpulver unverandert. Hieraus geht 
hervor, daB die Umwandlungen, die die natiirlichen Phosphorsaureester 
erfahren, vor der phosphatatischen Spaltung angreifen (die sogenannten 
Stereokinasen der Zucker diirften nur auf diesem Wege wirksam sein), 
wahrend die Bewahrung der Konstitution des aus Fructose-1-Phosphat 
abgespaltenen Zuckers die Unangreifbarkeit dieses Esters fiir die 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 262, 137, 1933. 
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gelingt auf dem Wege der Phosphatasespaltung nicht, die beiden 
Komponenten des gemischten Ketohexose-1-Phosphats voneinander zu 
trennen. Die verschiedensten Phosphatasen wurden in dieser Richtung 
mit negativem Erfolg gepriift. 


2. Versuche mit racemischem Glycerinaldehyd. 


Werden die im vorigen Abschnitt 1 geschilderten Versuche mit 
‘acemischem Glycerinaldehyd ausgefiihrt, so verlaufen sie im Prinzip 
gleichartig. Auch hier schwindet bei UnterschuB praktisch der ganze 
zugesetzte Glycerinaldehyd, bei UberschuB so viel, als dem vorhandenen 
Hexosediphosphat entspricht. Auch jetzt wandelt sich die ganze re- 
agierende Menge in Hexose-1-Phosphat um, das aber eine schwachere 
Linksdrehung besitzt als Fructose-1-Phosphat. Knapp die Halfte des 
phosphatatisch abgespaltenen Zuckers wird vergoren und laBt sich in 
gleicher Weise wie oben als Fructose identifizieren. Der Rest, der un- 
vergarbar ist, ist ebenfalls eine Ketose mit einer spezifischen Drehung 
von etwa — 40° und besteht nach dem allgemeinen Verhalten und 
seinem Osazon weitaus zur Hauptsache aus |-(—)-Sorbose. Da der d- 
Glycerinaldehyd Fructose-1-Phosphat bildet, entsteht also die 1 (—)-Sor- 
bose aus dem 1-Glycerinaldehyd. 


CH, OH, POs CH,OH,P Os; 

C=O Cc=0 

| | 

CH,OH HOC*H 

a2 —* | 

CHO HC* OH 

| | 
HO.C*.H HOC*H 

| | 

CH,OH CH,OH 
1-Glycerinaldehyd. 1-Sorbose-1-phosphorsaure. 


Auch in diesem Falle liegt also wieder gegeniiber der Wirkung 
schwachen Alkalis eine Spezifitat des Ferments vor, indem keine 
1(+)}-Fructose entsteht. Vielmehr wahlt das Ferment von _ beiden 
Méglichkeiten nur diejenige aus, in der das Hydroxyl am dritten C- 
Atom nach links steht, so daB von den im ganzen méglichen acht Iso- 
meren durch das Ferment nur zwei gebildet werden, durch jede Glycerin- 
aldehydkomponente eine statt vier. 


a) Bildung von Keto-Hexose-1-Phosphat. 


Um den Verlauf der Bildung des Esters zu verfolgen, dienen An- 
sitze nach Art der im Abschnitt 1 beschriebenen, nur daB hier race- 
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mischer Glycerinaldehyd! an Stelle des optisch aktiven benutzt 
wurde. Die Umlagerung wurde bei 20° und 40° mit UnterschuB und 
CberschuB von Glycerinaldehyd ausgefiihrt. (Vgl. Tabelle III.) 


Tabelle III. Bildung des Ketose-1-Phosphats mit racemischem 
Glycerinaldehyd. 





a. eo. Min. Optische Drehung 
O-  —satz =Zusatz 0 , er- aaa Wi 
Da- — “a rate Tem- Giyee- Hy- —— braucht [a D 
se} fm | Ase game, ghee nas | Gee, |" | pee | a ge. | teen 
satzeS' rin- | in mg hyd- in tee yd rin- in 2 én Ketose-1- 
in alde- | Hexose zu- 5 Min. Zucker alde- =n 2¢m  Phosphat 
; ecm hyd , | satz hyd (freie 
1936 oC Saure) 
la 30.1. 8,0 48 45.6 40 0 26,4 0 + 0,06 | 
5 308 21,1 8,0 —0,135| — 26 
15 40 486 244 —0,585|) —385 
1b 8,0 144 456 40 5 345 32,0 24,0 00 | - 8 
12 504 764 45.0 -—0,92 | —37,8 
59 46,5 82 45,0 —0,985| —37,8 
2 4. IL 6,0 36 39 20 0 25,5 0 + 0,08 | 
8 27 8,4 3,5 +0,105')(+ 1,0) 
20. «31 14.8 7,6 -013 | -31 
30 31 23,0 10,1 —0,215| —28 
60 38,2 334 185 —047 | —36,7 
90 41,7 41,2 231 —0,620| —380 
180 49,0 664 333 —1,05 | —884 
da 8. IL 6,0 30-338 20 0 |-23 0 + 0,08 | 
12 24 0 1,34 +0,04 | 
30 27 13,0 6,1 —0,10 | —19 
90 33 35,8 16,8 —0,455 — 32 
189 40 51,6 258 —0,92 | —48 
300 42 56,6 29,0 


— 0,975 — 41,8 
3b 6.0 30 88 40 0/| 235 O 
5 | 26,5 120 | 60 ||-0,14 | —28 
15 33 32.0 169 -—050 —87 
30 38,7 51,0 233 -—0O87 -—488 
60 40,5 56,0 280 —0,935 —405 


Die Spalten entsprechen denen der Tabelle I. AuSerdem ist noch das 
in 5 Minuten in n HC! bei 100° hydrolysierbare Phosphat in Prozenten des 
gesamten gebundenen Phosphats angefiihrt. Von Hexosediphosphat sind 
in 5 Minuten 23° hydrolysierbar, vom Fructose-1-Phosphat nach Robison 
56%. Wird der Glycerinaldehyd erst nach Einstellung des Zymohexase- 
gleichgewichts zugesetzt, so ist schon der 5 Minuten-Wert etwas angestiegen 
durch die Bildung von Dioxyacetonphosphat, da dieses in 5 Minuten zu 
etwa 36% hydrolysiert wird. Mit fortschreitender Bildung des Hexose- 
1-Phosphats wiachst, wie man sieht, der 5 Minuten-Wert bis auf etwa 45 ° an. 


1 Der Firma Schering-Kahlbaum <A.-G., insbesondere Herrn Prof. 
Schoeller, danken wir fiir die Uberlassung einer gréBeren Menge Glycerin- 
aldehyds. 
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Bei UnterschuB von Glycerinal- 
dehyd (Versuch3a und b) schwindet 
dieser um iiber 90° und es tritt 
dafiir Hexose-1-Phosphat mit einer 
zum Glycerinaldehyd doppelten 
Menge Hexose auf. Bei UberschuB 
von Glycerinaldehyd (Versuch 1b) 
verschwindet mehr Glycerinaldehyd, 
als dem entstehenden Hexose-1- 
Phosphat entspricht, wahrend das 
Hexosediphosphat zu 90°, umge- 
setzt ist. Aus der’ letzten Spalte 
ergibt sich, da der Endwert der spe- 
zifischen Drehung von etwa 38° 
erst nach etwa halbem Umsatz er- 
reicht wird, wahrend sie vorher 
kleiner ist. 
rechnung nur eine Korrektur fiir das 


Dabei braucht zur Be- 
Hexosediphosphat angebracht zu 
werden, aber nicht fiir den (race- 
mischen) Glycerinaldehyd. Die ge- 
ringere spezifische Drehung zum 
Anfang mu wohl auf ein schwacher 
drehendes Zwischenprodukt bezogen 
werden. 

Ob der Umstand, daB die spe- 
zifische Drehung der isolierten Ver- 
30 bis — 33° betragt, 
auf einer teilweisen Racemisierung 


bindung nur 


beruht oder ob eine starker drehende 
Begleitsubstanz davon abgetrennt 
wird, muB dahingestellt bleiben. Ein 
noch gréBerer Unterschied findet 
sich bei der Methyltetrosephosphor- 
séiure (vgl. vorst. Mitteilung S. 313). 


b) Phosphataseversuche, 

Die phosphatatische Spaltung 
verlauft mit dem gemischten Keto- 
Hexose-1-Phosphat wie mit Frue- 
tose-1-Phosphat. Dagegen geht die 
Garung des abgespaltenen Zuckers 
45°. ge- 
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zu Ende, wenn etwa 


Phosphatasespaltung des Esters aus inaktivem Glycerinaldehyd. 
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schwunden sind und auch der Ketosewert auf die Halfte zuriickgegangen 
ist. (Vgl. Tabelle IV.) Die Spalten entsprechen denen der Tabelle II. 
Bei der optischen Drehung ist fiir die Messung vor der Garung direkt 
die Ablesung im 2 dm-Rohr angegeben, dagegen ist die Messung nach 
der Garung umgerechnet auf das Lésungsvolumen, wie es vor der Garung 
benutzt ist, um einen Vergleich beider Spalten zu erméglichen. Die in 
den beiden letzten Spalten angegebenen spezifischen Drehungen sind 
auf Hexose bezogen, auf Grund der Reduktionswerte. Eine gewisse 
Unsicherheit entsteht dadurch, daB bei unvollkommener Phosphatase- 
spaltung auch etwas Fructose-1-Phosphat in dem unvergarbaren Rest 
enthalten sein mub. 

















: | tt 12 Im ibrigen diirfte der 
eae | unvergarbare Rest von 55 

wr a 60 °, in einem ahnlichen 

+} ge  Betrage wie der vergarbare 

von einheitlicher Natur 

% sein, also wenigstens zu 

gy =6etwa 45°, des Ausgangs- 

produktes. Es bleiben dann 

ud noch 10 bis 15° unbe- 

. ? re kannte reduzierende Ver- 

Abb. 2. Bildung von Ketohexose-1-Phosphat aus bindungen, die aber viel- 
racemischem Glycerinaldehyd bei 20° und 40°. Ver- leicht erst bei der phospha- 


gleiche Versuch 3a und b der Tabelle II (8. II. 1936). Pare, ee —_ re 
Ordinate links fiir die ausgezogenen Kurven: Gemessene tatischen Spaltung durch 
Drehung (@) im 2dm-Rohr; rechts fir gestrichelte sekundare Umlagerungen 

Kurven °/) Hexose-1-Phosphat (Mol.-Gew. 260). 
entstehen. 

Ebenso wie sich das Vergarbare als d-Fructose nachweisen 1laBt, 
laBt sich der Hauptteil des Unvergarbaren als l-Sorbose erkennen. 
Hierzu stimmt zunachst die spezifische Drehung des Unvergarbaren 
(reine 1-Sorbose -42,7°), ferner das Phenylosazon. 

In Abb. 2 ist der Verlauf des Umsatzes (gestrichelt) und der optischen 
Drehung (ausgezogen) bei 20 und 40° wiedergegeben. Bei 40° geht er 
sechsmal so rasch. 


c) Biologisches Verhalten des Keto-Hexose-1-Phosphats. 

Die biologische Wirksamkeit des Hexose-1-Phosphats beruht allein 
auf dem Gehalt an Fructose. 1-Sorbose wird ebenso wie d-Sorbose 
weder verestert noch vergoren. Auch Fructose-1-Phosphat wird von 
lebender Hefe nicht vergoren, wohl aber von Mazerationssaft. Diese 
Vergaérung ist nicht wie die von Fructose-6-Phosphat eine direkte 
unter gleichzeitiger Bildung von Hexosediphosphat!, sondern geschieht 


10. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 185, 114, 1927. 
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erst nach Abspaltung der Phosphorsaure, beruht also auf der Bildung 
von Fructose. In Fluorid wird kein Hexosediphosphat und keine 
Phosphoglycerinséure gebildet. Auch fehlt die rasche Angarung der 
Hexosemonophosphorsaéuren. Die Garung, die mit konstanter Ge- 
schwindigkeit verliuft, wird weder durch Arseniat noch durch Acet- 
aldehyd gesteigert, wie es bei zugesetzter Fructose der Fall ware. Die 
phosphatatische Spaltungsgeschwindigkeit entscheidet also iiber die 
Gargeschwindigkeit. Infolge der Langsamkeit der Gérung wird ein 
Teil des Fructoseesters durch Nebenreaktionen verbraucht, so dab man 
nur 50 bis 60°, der theoretischen Ausbeute an CO, erhalt. Dagegen 
betragt bei vorhergehender phosphatatischer Spaltung des Fructose- 
1-Phosphats die CO,-Ausbeute im Mazerationssaft, besonders bei Zusatz 
von Acetaldehyd, etwa 90° der aus dem Reduktionswert berechneten, 
genau so wie mit lebender Hefe. 

Das biologische Verhalten des Hexose-1-Phosphats hangt damit 
zusammen, daB die Aldolkondensation, durch die es entsteht, ein 
irreversibler Vorgang ist. In dialysiertem Enzymextrakt zerfallt also 
das Hexose-l-phosphat nicht in seine Triosekomponenten. 


3. Spezifitat der Aldolasewirkung. 


Eine enzymatische Aldolkondensation zwischen Triosen findet nur 
in der Kombination mit Dioxyacetonphosphorsaure statt. Die Frage 
lag nahe, ob nicht durch Kondensation von d-Glycerinaldehydphosphor- 
séure mit Dioxyaceton Fructose-6-Phosphorséure (Neuberg-Ester) 
entstiinde. Dies ist nicht der Fall. Ebensowenig wird durch Konden- 
sation der unbiologischen |-Glycerinaldehydphosphorsaure mit Dioxy- 
aceton Sorbose-6-Phosphorséure gebildet. Fructose-6-Phosphorsaure 
ware auch in der Kombination Hexosediphosphorsaure + Dioxyaceton 
zu erwarten gewesen, da ja hier ein Gleichgewicht von Dioxyaceton- 
phosphorsaure und d-Glycerinaldehydphosphorsaure auftreten mub. 
Doch ist keine Reaktion nachweisbar: Methylglyoxalwert, Alkali- 
verseifung, Hydrolysenkurven bleiben unverandert. 

Wahrend Dioxyacetonphosphorsaure und Glycerinaldehydphosphor- 
sdure in atzalkalischer Lésung praktisch vollstandig verseift werden, 
tritt in erdalkalischer Lésung in wechselnder Menge unverseifbares 
Phosphat auf. Hier handelt es sich offenbar um eine chemische Aldol- 
kondensation der phosphorylierten Triosen. 

Ebensowenig gibt es eine enzymatische Kondensation von freiem 
Dioxyaceton mit freiem Glycerinaldehyd. Diese Fischersche Aldol- 
kondensation in schwachem Alkali geht noch, wie wir finden, in Phosphat- 
Bicarbonatlésung zwischen px 7,5 und 8 vor sich, wird hier aber durch 
die Anwesenheit von dialysiertem Muskelextrakt in keiner Weise be- 
schleunigt. Beispielsweise verschwinden in einem Gemisch von 25 mg 

22+ 
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Dioxyaceton und 25mg racemischem Glycerinaldehyd in 5¢cm in 
4 Stunden bei 40° ohne Enzym etwa 20 mg Triose. Von den gebildeten 
Hexosen werden etwa 5 mg vergoren, d.h. ein Viertel, was mit der 
bekannten Tatsache tibereinstimmt !, daB d- und l-Fructose sowie d- und 
l-Sorbose auftreten. SchlieBlich gelingt auch keine enzymatische 
Kondensation von Dioxyacetonphosphorsaéure mit Glucose. 

Umgekehrt findet die Aldolkondensation von Dioxyacetonphosphor- 
saure mit Glycerinaldehyd nur in Gegenwart von Ferment statt. Wandelt 
man zunachst Hexosediphosphat durch Einwirkung von Zymohexase 
bei 60° zum Teil in Dioxyacetonphosphat um, t6tet dann die Zymo- 
hexase durch Trichloressigsaure ab und fiigt zum neutralisierten Filtrat 
Glycerinaldehyd hinzu, so andert sich das System nicht. Man sieht 
daraus, das Dioxyaceton durch Phosphorylierung chemisch stabiler 
wird, wahrend es gleichzeitig fiir die Enzyme des Kohlenhydratzerfalls 
angreifbarer, also als biologisches Substrat geeigneter wird. 

Auch die Zymohexasereaktion mub, wie einleitend erwahnt, auf 
die gleiche Kondensation zuriickgefiihrt werden. Von O. Meyerhof 
und W. Kiessling? ist gezeigt, daB Glycerinaldehydphosphorsaure 
in Dioxyacetonphosphorséiure umgewandelt wird. Da nun Dioxy- 
acetonphosphorséure sich nicht mit Dioxvaceton, sondern nur mit 
Glycerinaldehyd kondensiert, muB man diese Umwandlung von Glycerin- 
aldehvdphosphorsaure in| Dioxvacetonphosphorsaure, abweichend von 
der dort vertretenen Auffassung, als eine Zwischenreaktion ansehen. 
Da es ferner aus strukturchemischen Griinden naherliegt, die Glycerin- 
aldehydphosphorséure auch als die Vorstufe der durch Oxydation 
entstehenden Glycerinsaiurephosphorsaure und der bei Dismutation 
daneben auftretenden Glycerinphosphorséiure anzusprechen, so kommt 
man zu folgender Formulierung des Zerfalls: 

Dioxyacetonphosphat 

Hexosediphosphat => | + ; 
| Glycerinaldehydphosphat 2. Dioxyacetonphosphat 
an ee 


a bin 
ad Bin ae 
a ~ 
+ Hy +0 
Gly cerinphosphorsaure Glycerinsiuremono- 


phosphorsaure (Phos- 
phoglycerinsaure). 
In dieser Reaktion diirfte die hauptsachlichste Bedeutung der Aldolase 
als Ferment des intermediaren Kohlenhydratumsatzes gelegen sein. 
Da die Umlagerung der Glycerinaldehydphosphorsaure in Dioxyaceton- 
phosphorsaéure noch erheblich rascher verlauft als die Einstellung des 
Gleichgewichts zwischen Triosephosphat und Hexosediphosphat, ist 


1 Siehe Schmitz, 1. e. 20. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 
279, 40, 1935. 
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es verstandlich, daB das Zwischenglied der direkten Beobachtung 
entgeht. 

SchlieBlich sind hier die langer zuriickliegenden Befunde von 
G. Embden, E. Schmitz und M. Wittenberg! hervorzuheben, wo- 
nach in der kiinstlich durchstrémten Hundeleber d, |-Glycerinaldehyd 
in ein Gemisch von d-Glucose und |-Sorbose* tibergeht. Die Autoren 
machten die folgerichtige Annahme, dab die d-Glucose tiber d-Fructose 
aus d-Glycerinaldehyd, die 1-Sorbose aber aus |-Glycerinaldehyd jeweils 
durch Kondensation mit Dioxyaceton entstiinde. Dabei sollte das 
Dioxyaceton in Analogie zu der Kondensation in schwachem Alkali 
aus Glycerinaldehyd gebildet werden. Im Lichte unserer Befunde 
wird man aber die Zuckerbildung so deuten, das sie auf nichts anderem 
als der hier beschriebenen Kondensation von Glycerinaldehyd mit Di- 
oxyacetonphosphorsaéure beruht, wobei, dank dem Phosphatasegehalt 
der Leber, die entsprechenden Zucker in Freiheit gesetzt werden. Das 
fiir die Kondensation erforderliche Dioxyacetonphosphat ist dann aut 
dem Wege iiber Hexosediphosphorsaéure aus der frei gewordenen Fruc- 
tose entstanden, entweder direkt oder nach vorheriger Bildung von 
Glykogen. Ahnliches gilt dann auch fiir den Ubergang der Fructose 
in Glucose?. Da dieser nicht mehr in zerkleinertem Lebergewebe 
gelingt, ebensowenig wie in dem oben beschriebenen Versuch mit Darm- 
schleimhautpulver, sondern nur in der durchstrémten Leber, so kommt 
er offenbar auch nur auf dem Wege iiber Hexose-6-Phosphorsaure 


zustande. 


Experimenteller Teil. 
Darstellung von Ketohexwose-1-phosphorsaure. 
a) Aus Dioxyacetonphosphorsaure mit d-Glycerinaldehyd. 

Prinzip: Die Reaktion Dioxyacetonphosphorsaure + Glycerin- 
aldehyd = Ketohexose-1-phosphorsaéure ist nicht umkehrbar. Die im 
UnterschuB vorhandene Komponente wird immer nahezu vollstandig 
umgesetzt. Die Ketohexosephosphorsadure ist ebenso wie die Hexose- 
diphosphorsaure, der Robison-Embden- und der Neuberg-Ester nicht 
alkaliverseifbar. Ihre Bildung ist daran zu erkennen, daf mit Glycerin- 
aldehyd eine leichter in heiBber Saure hydrolysierbare Verbindung 
entsteht und da nicht, wie mit Hexosediphosphorsaure allein, alkali- 
verseifbares P gebildet wird, da die entstehende Dioxvacetonphosphor- 
saure vollstandig umgesetzt wird. 

Versuchsansatz. Ein Gemisch von 100 cem Na-Hexosediphosphat (aus 
Ca-Candiolin mit Oxalsdure genau umgesetzt} mit 750 mg P,O; und 100 cem 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. S88, 210, 1913. * Zur Zeit der Emb- 
denschen Arbeit wurde (—)-Sorbose als d-Sorbose bezeichnet. — * Isaac, 


Zeitschr.f. physiol. Chem. 89, 78, 1914; Isaacu. Adler, ebenda 115, 105, 1921. 
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15% igem d-Glycerinaldehyd wurde mit 100 ccm Extraktgemisch (Ka- 
ninchenmuskelextrakt, 4 Stunden dialysiert, mit 4/, des Volumens an 
2,6 °% oigem Bicarbonat versetzt) 30 Minuten bei 40° stehengelassen, dann 
mit 20cem 40° iger Trichloressigsaure enteiweiBt, EiweiBriickstand mit 
50 cem 4°oiger Trichloressigsiure nachgewaschen und das Filtrat genau 
neutralisiert. In einer Probe wurden nach 5 Minuten langer Hydrolyse in 
n HCl 55,2°), nach 30 Minuten 96,2°, des organisch gebundenen P ab- 
gespalten. 

Lésung mit 15 cem 25° ,igem Ba-Acetat versetzen und 20° ig alko- 
holisch machen. Niederschlag abtrennen und verwerfen. Loésung weiter 
mit Alkohol bis 60 bis 65°, versetzen, Fallung zweimal in 10 igen 
Alkohol aufnehmen und wieder umfillen. Gewicht des Ba-Salzes nach 
Entwiissern mit Alkohol und Ather 3,69 g. 

3,3 g des Ba-Salzes wurden mit 100 cem 60° igem Alkohol 1 Stunde 
auf der Schiittelmaschine geschiittelt, um eventuell noch vorhandenen 
Glycerinaldehyd zu entfernen. Der Riickstand wurde abgesaugt, mit 
60° igem Alkohol gewaschen, dann in 80 ccm Wasser gelést, vom Un- 
loslichen abgetrennt und wieder mit Alkohol ausgefallt. Das Ba-Salz ist 
amorph. 

4,827 mg = 1,57 mg H,O; 3,14 mg CO,. — 8,05 mg = 4,31 mg BaSO, 
= 2,54mg Ba. — P.O; (kolorimetrisch) 16,19 °%. 

C,H,,0,P Ba. 2H,O (Ba-Fructose-1-phosphat, Mol:-Gew. 431,57). 

Gefunden: C 17,74° , H 3,64, P.O; 16,19%, Ba 31,65 %%. 

Berechnet : 16,68 %, 3,50 %, 16,46 °), 31,84 °,. 


P-Hydrolyse in n HCl bei 100°. 





Hydrolysezeit: || 5 Min. 10 Min. 15 Min. 20 Min. | 25 Min. | 30 Min. 40 Min. 
| 
°°) P vom Gesamt-P ge- | 


WOMB Sag as 55,0 | 783 893 | 928 93,5 96,2 | 96,4 
Ramee Aad a: oS a 69 63 62 
Optische Drehung: Freie Séure 1 = 200; ¢ = 2,669; x) = — 2,80°; 
[a]3? = — 52,5°. —a,. = —3,43°; [a] = — 64,3°. 


Tanké und Robison! fanden nach 5 Minuten langer Hydrolyse in 
n HC! bei 100° eine Aufspaltung von 55,8 °%; [“|y_ der freien Saure war 

64,2°. Es handelt sich also um dieselbe Verbindung. 

Reduktionskrait nach Willstdtter-Schudel. 39,7 mg Ba-Salz verbrauchten 
1,.14¢cem n/10 Thiosulfat 1,03 mg Glucose, entsprechend 6,2°) Re- 
duktionskraft. 

Reduktionskrajt nach Shajfer-Hartmann, Ausfiihrung nach Shaffer- 
Somogyi*. (Mit Reagens 50; 5g JK pro Liter und n/50 KJ O, enthaltend.) 
2cem einer Lésung mit 0,534 mg gebundenem P,O, verbrauchen 4,52 eem 
n/100 Thiosulfat, wihrend 1 mg Fructose 4,45 cem verbraucht; theoretischer 
Gehalt an Fructose (nach P berechnet) 1,35 mg. Reduktionskraft, bezogen 
auf Fructose = 75,5 %,. 

Um die Natur des Zuckers der mit d-Glycerinaldehyd und racemi- 
schem Glycerinaldehyd synthetisierten Ester festzustellen, wurden die 
oben geschilderten Versuche mit tierischen Phosphatasen und an- 
schlieBender Garung angestellt. Trockenpulver aus Darmschleimhaut 


1 Tanké u. Robison, Biochem. J. 29, 961, 1935. — 2 J. of biol. Chem. 
100, 695, 1933. 








a- 
an 
nn 
nit 
au 

in 
b- 


(O- 
fer 
en 
ch 


de 
en 


it 


ist 





Uber die Aldolase, ein Kohlenstoff-verkniipfendes Ferment. Hl. 333 


erwies sich als besonders geeignet, nicht nur wegen des hohen Phospha- 
tasegehalts, sondern weil Hexose-1-Phosphat dadurch besonders leicht 
dephosphoryliert wird, rascher als z. B. Glycerinphosphorsaure, und die 
abgespaltene Ketose dann keiner weiteren Veranderung unterliegt. 
Das pu der Spaltung wurde auf etwa 8 bis 8,5 durch Natriumbicarbonat 
oder Glykokollnatrium eingestellt und die enzymatische Spaltung in 
Gegenwart von Chloroform bei 38° durchgefiihrt. 


Beispiel. Versuch 2, Tabelle IT (3. IIL. 1936). A. 1 eem Schleimhaut- 
pulver (12mg) + lceem 1,2° iges Natriumbicarbonat + 0,2cem MgCl, 
mit 0,2 mg Mg; Fructose-1-Phosphat, enthaltend 19,6 mg P,O; auf 7 cem 

3 Tropfen Chloroform, 16 Stunden, 37°. 

B. Dasselbe, ohne Fructosephosphat. 

A. nach 16 Stunden direkt bestimmt. P,O; 19,9 mg, Veraschungswert 
20,0 mg. B. direkt bestimmt, Phosphat 0,40 mg P,O;. V:0,43 mg P,O,. 
Also in A 2,79mg P,O; pro cem aus Fructoseester abgespalten. 

5 cem von A mit 1 cem 10°,igem Natriumwolframat + 0,55 ecm 
n H,SO, enteiweiBt; 1,5 ccm mit 0,6cem 20° iger Trichloressigséure fiir 
P-Bestimmung enteiweiBt. Gemessene Drehung im Wolframatfiltrat 
2 dm-Rohr — 0,87°. Zuckerbestimmung nach Shaffer-Somogyi: 2 cem 
zehnfach verdiinnt, 4,42 cem n/100 Thiosulfat (1,0 mg Fructose 4,30 eem 
n/100 Thiosulfat). Fructosegehalt 1,03 mg, umgerechnet auf 1 cem Aus- 
gangslésung 6,8 mg. Je 2 ccm Filtrat A (1) und B (2) mit je 0,12 g Backer- 
hefe in 4cem vergoren. Zum Vergleich (3) 15 mg Fructose und (4) 15 eem 
Fructose + lcem Filtrat B. In 3 Stunden (1) 1960, (2) 438, (3) 2650, (4) 
2860 emm CO,. In 13,8 mg = 72% Ausbeute, (4) 11,7 mg 78% Ausbeute. 
Da bei 2,0cem Filtratzusatz die Garungsausbeute 88°, betragt, sind in 
Filtrat A, unter Abzug von B, 9,1 mg Fructose in 2 cem vergoren, pro 1 cem 
Ausgangslésung 6,2 mg. 

Restreduktion nach der Gdrung. Ansatz (1) auf 5eem aufgefiillt. In 
2 cem 0,64 eem n/100 Thiosulfat = 0,18 mg Fructose. 1 cem Ausgangslésung 
0,3 mg. Reduktionsschwund durch Garung 6,8 0.3 6,5 mg Fructose. 


Drehung nach der Garung in 5 cem 0,019, entsprechend — 0,02° in 
Wolframatfiltrat. Drehungsschwund 0,85° (2 dm) bei 4,92 mg Fructose- 
schwund pro ecem. Danach [x]}#) fiir geschwundenen Zucker — 87°. Dar- 


stellung des Phenylosazons, in einem Teil des Ansatzes A nach phosphatati- 
scher Spaltung: Glucosazon; F 203°. 

In ahnlicher Weise sind die wbrigen Versuche in Tabelle IT und IV 
berechnet. Dabei betragt die Reduktionskraft von Sorbose, nach 
Shaffer-Somogyt bestimmt, 92°, von derjenigen von Fructose (bzw. 
88°, von Glucose). 


b) Aus Dioxyacetonphosphat mit racemischem 
Glycerinaldehyd. 

Vom racemischen Glycerinaldehyd reagieren beide optischen Anti- 
poden. Bei Verwendung eines (geringen) Unterschusses von Glycerin- 
aldehyd verschwindet (da die Reaktion nicht umkehrbar ist) der gesamte 
Glycerinaldehyd ; denn bei der Hydrolyse mit HC] wird kein Methyl- 
glyoxal mehr gebildet. Die Dioxyacetonphosphorsaure reagiert mit 
dem d-Glycerinaldehyd nur wenig schneller als mit der ]-Form, da bei 
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fast fiinffachem UberschuB von racemischem Glycerinaldehyd die 
spezifische Drehung nur wenig verschieden ist. 


Versuchsansatz: Zu je 50cem Extraktgemisch (Kaninchenmuskel- 
extrakt, 15 Stunden dialysiert, mit !/,des Volumens an 2,6 °,igem Bicarbonat ) 
wurde ein Gemisch von 100 cem Glycerinaldehydlésung und 50cem Na- 
Hexosediphosphat (mit etwa 400mg P,O,;) gegeben. Der eine Versuchs- 
ansatz (Praparat 1) wurde mit 400mg = Glycermaldehyd (Unterschul: 
400 mg P,O,; entsprechen 500 mg Glycerinaldehyd), der andere (Priparat 2) 
mit 2,4g Glycerinaldehyd (Uberschu8) angesetzt. EnteiweiBung, Aut- 
arbeitung und Isolierung als Ba-Salz wie vorstehend. 

Versuchsansatz | enthielt in der trichloressigsauren Lésung 11°, ver- 
seifbares P und 88°, nach 30 Minuten in n HCI bei 100° abspaltbares P: 
Versuchsansatz 2: 1°, bzw. 95°,. In Ansatz 1 ist also noch iiberschiissiges 
Hexosediphosphat vorhanden, das im Gleichgewicht mit dem alkaliverseif- 
baren Dioxyacetonphosphat steht, wahrend im Ansatz 2 das zugegebene 
Hexosediphosphat praktisch vollstaéndig umgesetzt ist. 





Optische Drehung (1 200), 
Substanz Mol.-Gew.* pg C in ay [«]), 
: { Ba-Salz .. 395.5 8.84 4,92 —1,72 , —17,5° 
Praparat 1 mer 9FD 9 rari 9° rT ‘ 
| Freie SAure 260,2 1,0 2,84 La - 30,1 
>» fj Ba-Salz .. 395.5 8,14 2.53 1,83 20,2 
“ \ Freie Siiure 260.2 7,24 2.65 —177 —8334 


* 


Auf wasserfreie Substanz bezogen. 


Ebenso wie die Fructose-1-Phosphorsaure (Robison) bildet auch das mit 
racemischem Glycerinaldehyd gebildete Gemisch von Fructose- und Sorbose- 
1-Phosphorsaure sch6n kristallisierende Brucinsalze. Das Brucinsalz der 
Sorbosephosphorsaure ist leichter léslich als das der Fructosephosphorsaure. 
Eine vollstandige Trennung wurde wegen des geringen Léslichkeitsunter- 
schiedes noch nicht erreicht. 


Analysen-Praparat 1: 4,536 mg = 1,42mg H,O; 2,835mg CQ,. 

-13,37 mg = 7,11 mg BaSOQO, 419mg Ba. P,O,; (kolorimetrisch) 
17,45 %. 

Analysen-Priparat 2: 4,194 mg 1165 mg H,O, 2,74mg CQ,. 

- 12,28 mg 6,45 mg BaSO, 3,80 mg Ba. P.O; (kolorimetrisch) 


16,75 %. 
(,H,,0,P Ba . 2 H,O (Mol.-Gew. 431,57). 


Gefunden: 


Praparat 1 © 17,05% H 3,50% P,O; 17.45% Ba 31,40 
Praparat 2 17,82% 3,11% 16,75 % 31,01% 
Berechnet : 16,68 °, 3,50 °,, 16,46 °,, 31,84 % 


Hydrolyse in n HCl bei 100°. 





Hydrolysezeit 
Substanz ricehy 
5 Min. 16 Min. 30 Min. 


Pragemat dT. 6 SS 48.4 85.4 94,8 
‘. eS VR nk: 48,7 84,6 94,5 


Das mit racemischem Glycerinaldehyd erhaltene Gemisch wird etwas 
schwerer hydrolysiert als die Fructose-1-phosphorsaure. 
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Die Reaktion Dioxyacetonphosphorsaure + Glycerinaldehyd = Keto- 
hexose-(1)-phosphorsaure ist nicht meBbar umkehrbar. So nahm in 
einem Kaninchenmuskelextrakt (31, Stunden dialysiert, !, des Vo- 
lumens an 2,6°%,igem Bicarbonat) die Reduktionskraft gegeniiber 
Hypojodit nicht zu. (Versuchszeiten 0,1, 10, 30, 60, 120, 240 Minuten.) 
Dies hatte der Fall sein miissen, wenn Glycerinaldehyd aufgetreten 
ware. Es bildet sich auch kein Dioxyacetonphosphat (kein Auftreten 
von alkaliverseifbarem P). 

Phenvlosazon des unvergarbaren Zuckers: 

Das von dem Unvergiarbaren bei eineinhalb- bis zweistiindigem Erhitzen 
auf dem Wasserbad erhaltene Phenylosazon stimmt in seinem Aussehen und 
seiner Loslichkeit in kaltem Aceton mit Sorbosazon iiberei. Wahrend es oft 
gallertig ausfallt, kristallisiert es unter Umstanden in feinen diinnen Nadeln. 
Der Schmelzpunkt des aus Aceton durch langsamen Zusatz von Petrolather 
auskristallisierten Produkts stieg bei mehrmaligem Umifillen von etwa 
145° bis auf 161° (F von d-Sorbosazon nach £. Fischer und Tafel sowie 
Schmitz 164°, Lobry de Bruyn und van Eckenstein 150°, H.O. L. Fischer und 
E. Baer 157°). 

Zusammenfassung, 

Auf analoge Weise wie Acetaldehyd kondensiert sich Glycerin- 
aldehyd mit Dioxyacetonphosphorséure unter Bildung von Keto- 
Hexose-1-Phosphorsaure. Bei Einwirkung von  d-Glycerinaldehyd 
entsteht d-Fructose-1-Phosphat, identisch mit der von Tanké und 
Robison aus Hexosediphosphat erhaltenen Verbindung. Aus racemi- 
schem Glycerinaldehyd bildet sich ein annahernd aquimolekulates 
Gemisch von d-Fructose-1-Phosphat und |-Sorbose-1-Phosphat. Diese 
Kondensationen sind irreversibel. Durch Phosphatasen lassen sich die 
entsprechenden Ketosen gewinnen und durch Reduktionswert, Ketose- 
reaktion, optische Drehung und Garung quantitativ bestimmen. Dabei 
wird der aus Fructose-1-Phosphat abgespaltene Zucker zu gut 90°, ver- 
goren, der aus dem gemischten Ketosephosphat zu 45°,, entsprechend 
der Unvergarbarkeit von |-Sorbose. Das reine Fructose-1-Phosphat und 
das mit racemischem Glycerinaldehyd entstehende Gemisch von Fructose- 
und Sorbose-1-Phosphat wurden als Bariumsalze isoliert. Daraus lieben 
sich kristallisierte Brucinsalze darstellen, die aber bisher nicht zu eine! 
Trennung der beiden Komponenten des Esters gefiithrt haben. 

Aus den Versuchen folgt, daB auch die Gleichgewichtsreaktion 
Hexosediphosphat — 2-Dioxyacetonphosphat iiber ein intermediares 
Stadium von 1-Dioxyacetonphosphat — 1-Glycerinaldehydphosphat 
fiihrt. Die enzymatische Kondensation gelingt nicht mit den freien 
Triosen. 











Uber die Umesterung des Adenylsauresystems mit Phosphagenen. 
Von 
H. Lehmann. 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir medi- 
zinische Forschung in Heidelberg.) 
(Eingegangen am 2. Juni 1936.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer vorangehenden Arbeit! hatte sich ergeben, daB die von 
O. Meyerhof und K. Lohmann entdeckte Umesterung von Adenyl- 
pyrophosphorsaure [Adenosintriphosphorsaure (Atr.)] mit Kreatin (Kr.) 
zu Adenylsaure (Ad.) und Kreatinphosphorsaéure (Krp.)? mit der spater 
von K. Lohmann beschriebenen entgegengesetzten Reaktion® in einem 
reversiblen Gleichgewicht steht, so daB die Gesamtreaktion lautet: 

Atr. + 2 Kr. = Ad. + 2 Krp. 

Das Gleichgewicht wird durch abnehmende cy weitgehend nach rechts 
verlagert; bereits friiher war gefunden, daB eine staérkere Synthese der 
Kreatinphosphorséure nur in schwach alkalischem Milieu méglich ist. 
Trotzdem das Gleichgewicht durch Anderung der Konzentration der 
Komponenten im Sinne des Massenwirkungsgesetzes verschoben wurde, 
war von vornherein unwahrscheinlich, daB es sich um eine trimolekulare 
Reaktion handeln sollte. Obendrein war von K. Lohmann als Inter- 
mediarprodukt der Dephosphorylierung der Adenylpyrophosphorsaure 
die Adenosindiphosphorséure (Adi.) gefunden, indem in Mg-freiem 
Krebsmuskelextrakt der Zerfall nur bis zu dieser fortschreitet und die 
Umesterungsreaktion lautet: 

Adi. + Argininphosphorsaéure (Arp.) — Atr. + Arginin (Arg.) 4. 
Eine analoge Reaktion wurde daher auch fiir den Extrakt des Wirbeltier- 
muskels angenommen. Es blieb nun zu priifen, ob es sich bei den ge- 
nannten Reaktionen um _ bimolekular verlaufende Gleichgewichts- 
reaktionen handelte nach den Gleichungen: 

Atr. + Arg. == Adi. + Arp. (1) 

Atr. + Kr. = Adi. + Krp. (2) 
An diese letztere wiirde sich im Wirbeltiermuskel noch die Reaktion (3) 
anschlieBen : 


Adi. + Kr. = Ad. + Kip. (3) 
1 H. Lehmann, diese Zeitschr. 281, 271, 1935. — ? Ebenda 253, 431, 


1932. — 3 Ebenda 271, 264, 1934. — 4 K. Lohmann, ebenda 282, 109, 1935. 
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Hierfiir miBten die folgenden drei Gleichgewichtskonstanten gelten: 


Atr. x Arg. : Atr. x Kr. . Adi. * Kr. 


“~* Adi. x Arp.’ “ Adi. x Krp.’ a Ad. « Krp.. 
Diese Annahmen erwiesen sich in der Tat als zutreffend. 

Die Hauptschwierigkeit fiir quantitatives Studium dieser Gleich- 
gewichtsreaktionen besteht darin, daB alle Nebenreaktionen, durch 
die die Teilhaber des Umsatzes verandert werden kénnten, ausgeschaltet 
sein miissen, wahrend der Umsatz selbst bis zur Gleichgewichtseinstellung 
fortschreiten muB; es miissen also alle Phosphatasen und Desaminasen 
unwirksam sein, das umesternde Ferment aber aktiv. 

Zur quantitativen Messung des Umsatzes ist am einfachsten die Be- 
stimmung der Phosphagene, die nach dem in diesem Institut iiblichen 
Verfahren als Differenz des nach Wathison gefallten anorganischen Phos- 
phats und des ,,direkt bestimmbaren Phosphats**! gemessen werden. Zur 
Bestimmung der Argininphosphorsiure wird nach Entnahme einer Probe 
fiir das anorganische Phosphat das 2° ,ige Trichloressigsiurefiltrat auf 
n/20 Salzsiurekonzentration gebracht und iiber Nacht bei 28° gehalten. 
Die Adenylsiure wird durch die Ammoniakabspaltung bei Einwirkung 
eines Desaminaseextraktes nach Schmidt gemessen. Atr. und Adi. kénnen 
nebeneinander bestimmt werden auf Grund der Beobachtung von K. Loh- 
mann, daB kraftig mit KCl-Lésung ausgewaschener Krebsmuskelbrei nur 
eine Phosphorséuregruppe vom Adenylpyrophosphat abspaltet. 

In meinen Versuchen geniigte aber zur Feststellung der vorliegenden 
Mengen beider Polyphosphorsauren, daB das in 7 Minuten hydrolysier- 
bare Phosphat nur ebensoviel ab- bzw. zugenommen hatte, wie das 
Phosphagenphosphat zu- bzw. abgenommen hatte, ohne Anderung des 
anorganischen Phosphats. In diesem Falle ergibt das vom bzw. auf das 
Phosphagen iibertragene leicht hydrolysierbare P direkt die Veranderung 
in der Menge der zugesetzten Polyphosphorséure (Adi. bzw. Atr.). 

In den Versuchen der Tabellen wurde das anorganische Phosphat 
(nach Mathison) nicht extra bestimmt, sondern nur festgestellt, daB 
die Extrakte unter den Versuchsbedingungen kein anorganisches 
Phosphat abspalten. Zu- und Abnahme des dir. best. Phosphats wurde 
als Anderung von Kreatinphosphorsaure bzw. nach vorheriger Saure- 
inkubation von Argininphosphorséure angesetzt. Ebenso wurde in 
den Tabellen I und II auf Grund von Kontrollen angenommen, dab 
keine Adenylsiure entsteht und bei Zusatz von Adenosindiphosphat 
die Zunahme des _ ,,Pyrophosphatwertes‘ (4;, — A) als Bildung von 
Adenylpyrophosphat ausgerechnet, um dessen Anteil sich demnach 
das Adenosindiphosphat vermindert. Umgekehrt wird bei Zusatz von 
Adenylpyophrosphat die Abnahme des Pyrophosphatwertes als Bildung 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 202, 466, 1928. 











338 H. Lehmann: 


von Adenosindiphosphat berechnet. Ist nun die Anderung des Phos- 


phagenphosphats (19 — Agnorg. p) IMMer mit umgekehrten Vorzeichen 
gleich derjenigen des Pyrophosphatwertes, so bleibt (A-. anes p), 


also der absolute P-Gehalt nach 7 Minuten Hydrolyse, konstant. Unter 
diesen Umstanden wird entsprechend den Gleichungen (1) und (2) 
Bildung und Schwund des Adenosindiphosphats stets gleichgesetzt 
derjenigen des Phosphagenphosphats, so daB, wenn alle phosphorylierten 
Produkte in aquimolekularer Konzentration verwandt werden und nur 
die Menge des freien Kreatins variiert wird, die Berechnung von K, 
und K, geschehen kann nach den Gleichungen 
K Atr. x Arg. K Atr. x Kr. 
c= , ‘, = 
l ; ‘ , .4 
(Arp.)* =: (Krp.)? 

Die fiir die Versuche verwandte Adenosindiphosphorsaure wurde 
praparativ dargestellt nach Lohmann durch Einwirkung eines Mg-freien 
Krebsmuskelbieies auf Adenylpyrophosphat, Ausfallung mittels Queck- 
silbersalz und Uberfiihrung ins Bariumsalz. 


I. Die reversible Umesterung im Krebsmuskelextrakt (/‘,). 

Die Einstellung des Gleichgewichts der Reaktion (1) gelingt ver- 
hiltnismaBig leicht, weil in etwas gealtertem Krebsmuskelextrakt die 
Umesterung von Adi, auf Arg. ganz unterbleibt, sogar in Gegenwart von 
Mg, und gleichzeitig auch die Phosphatasen unwirksam sind, so daB Atr. 
zwar noch Phosphorsdure auf Arg. umestern, aber nicht mehr in an- 
organischer Form abspalten kann. Wie schon bekannt, wird das Gleich- 
gewicht K, zugunsten der Synthese von Arp. verschoben, je alkalischer 
die Reaktion ist. Bei pu 10,7 (m 20 Soda) wird in gealtertem Extrakt 
die eine bewegliche Phosphorsiure des Atr. praktisch vollstandig auf 
iiberschiissiges Arg. umgeestert, z.B. von 7,15 mg Pyro-P,O,; genau 
3,5 mg, gleichgiltig, ob 1, 3 oder 6 Mol Arg. pro 1 Mol Atr. vorgelegt 
werden. Ein solcher Versuch zeigt, dab die Reaktion bei Adi. stehen 
bleibt, aber das Gleichgewicht ist volkommen nach rechts verschoben. 
Andererseits ist bei px 7 die Synthese von Arp. nur sehr geringfiigig. Bei 
pu 7,7 ist K, gerade von geeigneter Grobe, um die Einstellung von beiden 
Seiten zu verfolgen. Dieses pu wurde durch m 20 NaHCO, mit einer 
Atmosphare von Ny + 5°) CO, hergestellt. Dabei wurden 0,5 mg Mg 
pro lO ccm zugesetzt. 

Der Krebsmuskelextrakt wurde durch Auspressen der Muskulatur, 
Zerreiben mit Seesand, Zentrifugieren mit 6000 Touren und anschlieBender 
Dialyse gegen 0,9°, KCI hergestellt. In der folgenden Tabelle I sind zwei 
Versuchsreihen mit solchen 6 Stunden dialysierten Extrakten mitgeteilt ; 
Versuch 1] und 2 mit 7 Tage altem Extrakt, 3, 4 und 5 mit 11 Tage altem 
Extrakt. Wahrend in den ersten beiden Versuchen in 5 Minuten das Gleich- 
gewicht von beiden Seiten noch nicht vollstandig erreicht war, war dies 











Uber die Umesterung des Adenylsiuresystems mit Phosphagenen. 339 


in den Versuchen 3 bis 5 in 15 Minuten der Fall. Temperatur aller Ver- 
suche 20°. In den Versuchen a ist der Ausgangswert (4; —- 4,)-Adenyl- 
pyrophosphat, in den Versuchen b Adenosindiphosphat. Die Konstante 
wurde aus der Formel 

Atr. x Arg. 


K, 
' (Arp.)? 


berechnet. 


Tabelle IA. Umesterung zwischen Adenosintriphosphorsaure, 
Adenosindiphosphorsaure und Arginin. Umsiatze in 1l0cem. 
(PH - tye) 





Nr. ag (J;,- My) Arginin Arp. Nr. — (S,,—-Jy) Arginin Arp. 
Min. mg P.O; mg mg P.O; Min. mg P.O; mg mg P.O; 
la 0 10,7 13,1 0 3b 0 5,3 0 5.3 
5 8,7 8.5 1,87 15 8,3 7,3 2,3 
Lb 0 5.3 0 5,é 4a 0 10,7 39,4 0 
5 8,5 7,7 2,2 15 7,78 32,4 2,9 
2a 0 10,7 39,2 0 4b 0 5,3 26,2 5,3 
5 7,75 31,7 3,0 15 7,8 32,2 2,9 
2b 0 5.3 26,1 5,3 5a 0 10,7 65,4 0) 
D 7,4 30,8 3,3 15 7,3 57,5 3,2 
da 0 10,7 13,1 0) 5b 0 5,3 52,3 5,3 
15 8,4 | chek 2,3 15 4,2 | 57,0 3,3 





Tabelle IB. Gleichgewichtskonzentrationen in 10? mol. 





ro Anfangswert 10-3 mol. ’ K 
Nr sical we See eee kK : - 
mol. P/mol. Arg. pram = l ro 1 Mittel 
la me 4.51 4,89 2,64 34 97 
b :1 4,43 4,44 3,10 205 if @ 
2a 1:3 3,34 18,2 4,23 3,4 l 9 9 
b 1:3 2.89 17,7 4,65 2.4 lie: 
3a 1:1 4,29 4,42 3,24 18 |) 40. 
b 1:1 4,22 4,20 3,24 1,7 . 
4a 1:3 3,44 18.6 4,08 58 |) as 
b 1:3 3,45 18,5 4,08 3,8 ie 
5a 1:5 2.89 33,1 451 4,7 | 45 
b 1:5 2,75 32,7 4,65 42 Phe oe 


Il. Die reversible Umesterung im Kaninchenmuskelextrakt (i,). 

Die Gleichgewichtseinstellung im Kaninchenmuskelextrakt nach 
Gleichung (2) bereitet gréBere Schwierigkeiten. Bei starker alkalischer 
Reaktion, wo das Gleichgewicht in Richtung der Synthese der Krp. ver- 
schoben ist, schreitet die Reaktion im Sinne von (3) weiter fort, es ent- 
steht freie Adenylsaure. Bei nahezu neutraler Reaktion, wo diese Gefahr 
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geringer ist, sind die Desaminasen aktiv, wobei nicht nur freie Adenylsaure, 
sondern auch Adenosindiphosphat desaminiert werden, wahrend dies bei 
Atr. bekanntlich ohne P-Abspaltung nicht der Fall ist. Bei Kombination 
von Mg und alkalischer Reaktion in gealterten Extrakten gelingt es, die 
Desaminierung zu verhindern, wahrend das umesternde Ferment 
wirksam bleibt. Ein Beispiel fiir Adi. gibt Tabelle IT. 

Tabelle II. Beeinflussung der Desaminierung von Adenosin- 


diphosphat. 3 Tage alter, 6 Stunden dialysierter Extrakt. Zusatz 5,74 mg 
Adi.-P,O; = 1,15 mg Adenylsaure-N. 





Zeit Dir. best. N Entspricht —°/9,Inosin- 

Min. P20; shgeapalten mg P.O; Ball 
0 Anfangsgehalt . . . . 0,53 (1150) (5,74) 

45 LO nr 0,42 494 2,74 | 48 
45 +0,7mg Mg .... 0,57 294 1,47 | 26 

a 2 * Seer 0.51 120 060 | 10 
45 Pu 8,8 +0,7 mg Mg.. 0,51 13 0,06 | 1 


In Tabelle IIT sind Versuche bei px 7,7 und 8.8 wiedergegeben, bei 
denen, unter Beriicksichtigung der in den orientierenden Versuchen fest- 
gestellten Bedingungen zur Isolierung 


pn. 








4 | der Reaktion (2), die Einstellung teils 
ad von beiden Seiten her, teils von Seite 
any der Atr. allein untersucht ist. Berech- 

ie nung wie Tabelle [ (Temp. 20°). Wie 
S| ——$—$—$— AN Tabelle III B zeigt, ist wenigstens in 








y -——+—— ——+ den Versuchen 1 und 6 annahernd der- 
selbe Endwert erreicht (vgl. auch 
GQ tf @ fF # $ 6 7ha Abb. 1). Die Gleichgewichtskonstante 
Abb. 1. Einstellung des Gleichgewichts bei PH 7,7 ist etwa 8, bei Pu S.S8etwa 2. 
St ee ere Dabei wurde durch Anderung der 
siure. Ordinate: °/9 Kreatinphosphor- Kreatinmenge die Zusammensetzung 
sdure (Versuch entspricht Tabelle III, 6). im Verhaltnis 1:5 variiert. Far einige 
Versuche wurde die Acetonfallung des Muskelextraktes benutzt!. Mit 
dieser konnten héhere Fermentkonzentrationen hergestellt werden. Ein 
derartiger Versuch (Nr. 5, Tabelle IIT) zeigt, daB bei einem zwolffach 
konzentrierten Ferment die Endeinstellung nicht verandert ist. Be- 
riicksichtigt man, daB esschwer ist, bei langerer Ausdehnung der Versuche 
alle Nebenreaktionen auszuschlieBen, so scheint das Ergebnis der Ver- 
suche in dem Sinne zu sprechen, daB in der Tat bei konstantem px eine 
bimolekulare Gleichgewichtskonstante entsprechend Gleichung (2) 


nachweisbar ist. 








1 O. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 288, 83, 1935. 
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Tabelle IITA. 


phorsaéure, Adenosindiphosphorséiure und Kreatin. 
lumen. 0,7 mg Mg. 20°. a von Adenosintriphosphorséure aus; b von Adeno- 
sindiphosphorsaéure aus. 


Gleichgewichtseinstellung von Adenosintriphos 
10 cem Vo- 








Nr. oo oe Dialysezeit Pu Zeit (J,,-S) kr. Krp. 
Tage Std. Min. mg P.O; 
la 29 6 YY 0 10,7 10 0 
15 9,3 7,5 1,3 
1b 0 5.3 0 5,3 
15 9,2 6,9 1,6 
2a 32 6 7,7 0 10,7 20 0 
15 8,7 16,3 2.0 
3a 9 14 7,7 0 10,0 5,9 0 
45 8,8 3,5 1,3 
4a 14 OR) 0 10,0 29,6 0 
| 45 8,0 25,6 2,2 
Ba 4* 5 7,71 0 9,82 333 | 0 
ba 7,62 29,4 2,10 
| 15 761 29.2 | 2,20 
6a 12 6 88 0 4,8 454 0 
15 3,95 2,82 0,93 
6b 0 2.4 0 2.4 
15 3,78 2,57 1,01 
7a 11 6 8,8 0 4,80 17,7 0) 
15 3,26 14,8 1,54 
7b 0 2,40 13,6 2,40 
15 2,90 14,5 1,92 
* Extrakt aus Muskelpulver. 
Tabelle IIB. Gleichgewichtskonzentrationen in 10% mol. 
Ausgangs- 10-3 mol. 
Nr. konzentration Pu agen wate = Ke 
mol. P/mol. Kr. Atr Kr. Krp. 
la EF | 7,7 5.6 5,8 1.9 9 | 
b 1:1 5,3 53 2.2 6 | 
2a 1:2 he 4,7 13,5 2.8 8 
3a 1:0,7 7,7 5,3 2,65 1,85 + 
4a 1:3 ‘tat 41 19.5 3,0 9 
5a 1:35 Ge 3,8 22,3 3,1 8.8 
6a nea 8,5 2,1 2,15 1,31 2,6} 
b i 8.8 2.0 1,96 1,42 1,9 | 
Ta 1:4 8,8 1,2 11,3 2,17 2,9 | 
b 1:4 8,8 0,7 11,1 2,70 1,0 | 


III. Umesterung von Adenosindiphosphorsiure mit Kreatin. 


Einige wenige Versuche wurden zur Priifung der Gleichung (3) an- 


gestellt. In diesem Falle konnte nur von Adi. und Kr. ausgegangen 
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werden, weil in umgekehrter Richtung die Reaktion unter Bildung von 
Atr. weiterschreitet, da es keine Méglichkeit gibt, die Reaktion (3) 
unabhangig von (2) in dieser Richtung ablaufen zu lassen. Um die Re- 
aktion zu untersuchen, muBte ein stark alkalisches Gebiet benutzt 
werden (pu 10 bis 11). In diesen Versuchen wurde nur die Synthese der 
Krp. bestimmt. Wenn man die Annahme macht, daB diese ausschlieBlich 
auf Kosten des Ubergangs von Adi. zu Ad. erfolgt, und daB kein Atr. 
durch Riickreaktion auftritt — eine Annahme, die angenahert aber nicht 
genau zutreffen diirfte —,so erhalt man, unter Variation der Kreatin- 
menge im Verhaltnis 1:10, die in Tabelle TV B wiedergegebenen K,- 
Werte. Diese zeigen eine recht gute Konstanz, so daB es immerhin nicht 
unwahrscheinlich ist, daB auch hier eine bimolekulare Austausch- 
reaktion vorliegt. Fiir einen bestimmteren Beweis derselben waren um- 
fangreichere Versuche erforderlich. 


Tabelle IV. Umesterung von Adenosindiphosphorsaure mit 
Kreatin (AK,). py 10,7. 20°C. 


A. Versuchsdaten. 








Alter des Dauner der Versuchs- (J, Jy) 








Nr. Extraktes Dialyse zeit Mg Kr. krp. 
Tage Std Min. mg mg Adi.-P, 0 mg mg P.O, 
la 14 5 0 0,5 2,33 7,5 0 
5 20 0.5 1,23 5,5 1,10 
2a 14 5 0 0.5 2.33 37,5 0 
5 20 0,5 0,70 34,5 1,63 
3a 8 6 0 0,7 2.40 4,27 0 
6 60 0,7 1,67 2,92 0,73 
4a 8 6 0 0,7 2,40 42.7 0 
6 60 0,7 0,53 39,2 1,87 
B. Gleichgewichtskonzentrationen in 1073 mol. 
anoesceh;: 10-5 mol. 
Nr. | ol Phmele Kr eee Ks 
; : , Adi. | kr. Krp. 
la oh 1.73 4,2 1,55 3 
2a 1:8,5 0,98 26,3 25 5 
3a bea 2,35 2,23 1.03 5 
4a 1:10 0.75 30,3 2.63 3,3 


Die Versuche bestatigen einerseits die Annahme A. Lohmanns, dab 
im Fermentextrakt von Wirbeltiermuskeln im wesentlichen in Analogie 
zum Fermentextrakt des Wirbellosenmuskels die Reaktion Kr. +- Atr. 
<= Krp. + Adi. ablauft. Andererseits zeigen sie, daB diese Um- 
esterungsreaktionen, wenn man sie von allen Nebenvorgaéngen isoliert, 
den Forderungen des Massenwirkungsgesetzes geniigen. Daraus geht 
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deutlich hervor, wofiir ja auch sonst schon Beweise vorliegen, daB die 
Umesterung des Adenylséuresystems ein Reaktionstyp sui generis ist, 
der mit Aufnahme und Abgabe von anorganischem Phosphat nichts zu 
tun hat. Der Gehalt an anorganischem Phosphat spielt fiir die Gleich- 
gewichtskonstanten keine Rolle und die Reaktion lauft gerade dann 
bis zum thermodynamischen Gleichgewicht ab, wenn die Phosphatasen 
ausgeschaltet sind. 
Zusammenfassung. 

Es wird gezeigt, daB fiir die reversible Umesterung von Adenyl- 
pyrophosphorséure mit Arginin zu Adenosindiphosphat und Arginin- 
phosphorsaure und ebenso fiir die analoge von Adenylpyrophosphat mit 
Kreatin zu Adenosindiphosphat und Kreatinphosphorsaure bimolekulare 
Gleichgewichtskonstanten entsprechend dem Massenwirkungsgesetz 
giltig sind. Wahrscheinlich gilt dies auch fiir die Umesterung von 
Adenosindiphosphat mit Kreatin zu Adenylsdéure und Kreatinphosphor- 
saure. 


Biochemische Zeitschrift Band 286, 93 











Die Regulierung der Sauerstoffabgabe von Erythrocyten. 


III. Mitteilung: 
Blutglykolyse, Insulin und Adrenalin. 
Von 
F. Himmerich und F. 8. Tschernjak. 

(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Staatlichen Forschungsinstituts 
fiir Stoffwechsel und endokrine Stérungen in Moskau.) 
(Eingegangen am 11. Mai 1936.) 

Mit 2 Abbildungen im Text. 


Himmerich und Feinberg konnten zeigen, daB der Glykolyse in den 
Erythrocyten die Rolle eines Aktivators der .Sauerstoffabgabe von 
Erythrocyten zuzuschreiben ist. Somit nimmt die Erythrocyten- 
glykolyse an der Sauerstoffversorgung der Kérpergewebe teil. Neues 
Interesse gewann daher fiir uns das Studium all jener Faktoren, welche 
auf die Blutglykolyse fordernd oder hemmend einwirken kénnen. Es ist 
bekannt, daB die physiologische Glykolyse an die Anwesenheit von 
Zellen gebunden ist. Der Glykolyse muB demnach eine Fixierung der 
Glucose durch die Zelloberflache vorangehen. Welcher Art diese 
Fixierung ist, ist fiir unsere Fragestellung von untergeordneter Bedeutung. 
Wichtig ist, daB Zell- baw. Erythrocytenglykolyse ohne vorangehende 
Glucosefixation durch die Zelle sehr schwer vorstellbar ist. Alle Faktoren, 
welche die Glucosefixation durch die Zellen bzw. Erythrocyten férdern, 
miissen ceteris paribus auch zu einer Erhéhung der Glykolyse fiihren. 
Zu den positiv wirkenden Faktoren gehért Insulin. 

Hadusler und Léwi, Wiechmann, Medwedewa fanden, daB Insulin die 
Fixation von Glucose durch die Blutkérperchen erhéht. Andere Autoren 
wie Richter-Quitiner, Eisner und Lewy, Hégler, Thomann und Uberrach er- 
hielten negative Resultate. Wiechmann diskutiert eingehend die Umstande, 
welche beim Studium des Einflusses von Insulin auf die Glucosefixation 
durch Erythrocyten zu beriicksichtigen sind und gibt da geniigenden Auf- 
schluB iiber die Ursachen der negativen Resultate verschiedener Autoren. 

Die positiven Resultate der Literatur stehen in vollem Einklang mit 
der heute schon feststehenden Tatsache, daB Insulin die Glucose- 
assimilation durch die Zellen férdert. Von diesen Befunden ausgehend, 
kam der eine von uns (Himmerich) zur Annahme, daB Insulin die Blut- 
glykolyse férdern mu8. Ist dem so, so muB Insulin bzw. der Inselapparat 
des Pankreas positiv auf die Sauerstoffabgabe der Erythrocyten wirken 
und somit eine bestimmte Rolle in der Sauerstoffversorgung aller Gewebe 
spielen. Die Angaben der Literatur iiber die Wirkung des Insulins auf die 
Blutglykolyse sind jedoch sehr widersprechend. 
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Hdusler und Léwi haben eine gewisse Erhéhung der Blutglykolyse beob- 
achtet, wenn sie in vitro dem Blut Insulin hinzusetzten; die Insulindosis war 
jedoch in ihren Versuchen sehr grof (etwa 100 Kanincheneinheiten pro 
100 cem Blut). Raab, Nitzescu und Popescu, Machold, Eadie und Mitarbeiter, 
Viale u. a. konnten in vitro jedoch keinen Einflu8 von Insulin auf die Blut- 
glykolyse beobachten. Bei Versuchen in vivo beobachteten Nitzescu und 
Popescu, Lepine und Boulud’ eine Verminderung der Blutglykolyse an 
pankreatomierten Hunden. Starling!, Cruiskhank und Paterson', Mauriac 
und Servantie! konnten dies jedoch nicht bestatigen. Partos beobachtete an 
Kaninchen 1 Stunde nach der Injektion von Insulin sogar Verminderung der 
Glykolyse. Eadie, Macleod und Noble injizierten Kaninchen sehr groBe Dosen 
von Insulin (etwa 2 cem pro kg K6érpergewicht) und fanden keine Erhéhung 
der Blutglykolyse, ihre Versuche an Hunden dagegen sprechen fiir eine sehr 
starke positive Einwirkung des Insulins auf die Blutglykolyse. Einige von 
ihnen leider nicht ausgenutzte Zahlen mégen dies illustrieren: 





Zeit der Probeentnahme 





ghs50° | oh 12440’ 1" 10" 
Glucose in mg-°5: A... 2... 94 Sé 67 — 
m a igo? ores oe Se : — 74 46 20 


A bedeutet Blut, welches vor der Injektion des Insulins (um 9" 50’) dem 
Hunde entnommen und in den Brutschrank gestellt wurde, B = Blut, welches 
1 Stunde nach der Einspritzung von Insulin (um 115) dem Hunde entnommen 
und gleichfalls in den Brutschrank gestellt wurde. Aus den angefiihrten 
Zahlenreihen ergibt sich eine groBe Beschleunigung der Blutglykolyse bei B, 
und zwar, obwohl die Anfangskonzentration des Blutzuckers nach Insulin 
um 20 mg-% niedriger als in Probe A war. Statt dieser einfachen Rechnung 
vergleichen die Verfasser den Zuckerschwund in vivo und in vitro, ohne dabei 
in Betracht zu ziehen, daB der Zuckerschwund in den BlutgefaBen iiberhaupt 
nicht der Glykolyse gleichgesetzt werden darf. In vollem Widerspruch zu 
ihren eigenen Befunden an Hunden kommen Eadie, Macleod und Noble zu 
dem SchluB, Insulin wirke nicht auf die Blutglykolyse. Die SchluBfolgerungen 
aus der genannten Arbeit werden besonders gern zitiert, wenn von den 
Beziehungen zwischen Insulin und Blutglykolyse die Rede ist. Auch Mauriac 
und Aubertin fanden keine Erhéhung der Blutglykolyse nach Insulin- 
einspritzungen. 

Es ergibt sich die Frage, wie so widerspruchsvolle Befunde zustande 
kommen konnten. Was die Versuche in vitro betrifft, so stehen die 
negativen Resultate fast aller Autoren in vollem Einklang mit der Tat- 
sache, daB es unméglich ist in vitro einen positiven EinfluB von Insulin 
auf die Zuckerfixation durch die Erythrocyten festzustellen (die positiven 
Resultate von Hdusler und Léwi bilden hier eine Ausnahme). 

Die negativen Befunde verschiedener Autoren bei Versuchen am 
lebenden Tier haben ihren Grund in der Art der Blutglykolysebestimmung 
und in dem Umstand, wie viel Minuten nach der Insulineinspritzung das Blut 


dem Tiere zur Priifung der Insulinwirkung entnommen wird. An den Ver- 
suchen von Partos ist z. B. zu beanstanden, da dieser Autor die Glykolyse an 


1 Zitiert nach Mauriac u. Aubertin. 
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geronnenem Blute (auf Bang-Papierchen) studierte. Bei Mauriac und Mit- 
arbeitern, sowie vielen anderen Autoren dauerte die Glykolyse viele Stunden 
lang. Eine solche Versuchsanordnung kann aber zu Fehlresultaten fiihren. 
So konnten wir in Versuchen, wo wir in vitro die Wirkung verschiedener 
Faktoren auf die Blutglykolyse studierten, uns tiberzeugen, daB oft in den 
ersten 30 bis 40 Minuten ein Unterschied in der Glykolyse festzustellen ist, 
aber nach weiteren 2 bis 4 Stunden gleichen sich die Unterschiede wieder aus, 
d. h. die Proben, die in den ersten 40 Minuten die tragere Glykolyse zeigen, 
holen die Proben mit energischerer Glykolyse nach einigen Stunden ein. Die 
Erklarung dieser Erscheinung sehen wir in dem Umstand, da die Reaktions- 
produkte, die sich bei rascher Glykolyse anhaufen, die Fermentwirkung 
hemmen. In der Blutbahn haben die Glykolyseprodukte die volle Méglichkeit 
aus dem Bereiche der Fermentolyse wegzudiffundieren ; die Hemmung durch 
Fermentolyseprodukte fallt hier also weg. Wollen wir die hemmende 
Wirkung der Fermentolyseprodukte in vitro nach Méglichkeit ausschalten, 
so muB die Glykolysedauer méglichst kurz gewahlt werden. Bei optimalen 
Versuchsbedingungen waren 10 bis 20 Minuten Glykolysedauer einer laingeren 
Versuchsdauer vorzuziehen. Wir konnten jedoch in besonders angestellten 
Versuchen weiter feststellen, daB in den ersten 20 bis 30, mitunter sogar 40 
Minuten (bei 40° C) oft ein Zuckerverbrauch tiberhaupt nicht bemerkt wird. 
Wir konnten somit bei der Blutglykolyse dieselben Induktionserscheinungen 
beobachten, wie dies Lipmann an Muskelextrakten sah. In die Glykolyse- 
dauer muB somit die recht verschiedene Induktionszeit mit eingeschlossen 
werden. Unsere Erfahrung lehrt uns, daB am Menschenblut eine Glykolyse- 
dauer von 40 Minuten Induktion und kurze Dauer der Glykolyse ziemlich gut 
beriicksichtigt. Um die Erwarmung der Blutproben schnell zu erreichen, 
arbeiten wir im Wasserbad bei 40° C. Partos und Herzog konnten zeigen, daB 
Sauerung des Milieus bei der Glykolyse sehr leicht zu Proteolyse fiihren kann, 
was mit einer Anhaéufung von reduzierenden Stoffen verbunden ist. Es muB 
also fiir geniigend alkalische Reaktion des Blutgemisches gesorgt werden. Um 
energische Glykolyse zu erhalten, darf die Blutverdiinnung natiirlich nicht 
groB sein; wir hatten in unseren Versuchen eine dreifache Verdiinnung des 
Blutes. 

Bei den Versuchen an Menschen gebrauchten wir zur Verdiinnung des 
Blutes eine Lésung, welche in 250,0 cem Wasser (bisdest.) 0,5 g Na, HPO, 
+'1,0g NaCl + 5,0g citronensaures Na enthielt; dieser Lésung wurde 
jeweils Glucose in der Konzentration von 300 mg-% hinzugefiigt. py der 
Lésung = 7,6. Bei den Versuchen an Kaninchen wurde das Blut (aus der 
Ohrvene) in Reagensréhren mit Synartrin! aufgefangen. Dann wurde das 
Blut gleichfalls im Verhaltnis 1: 2 mit folgender Lésung gemischt: 0,4 g 
Na, HPO, + 2,0 g NaCl + 0,1 g KCl in 250,0 cem Wasser (bisdest.). Dieser 
Lésung wird Glucose (300 mg-%) hinzugefiigt. Von dem verdiinnten Blut 
wurden je 0,3 cem (also 0,1 cem Blut) in 5 Reagensréhren zur Zucker- 
bestimmung und Glykolyse genommen. 

Zuckerbelastung fiihrt zu Hyperinsulinamie, was bessere Zucker- 
fixation und Glykolyse in den Formelementen des Blutes zur Folge 
haben muB. Wir stellten daher solche Versuche an Kranken verschiedener 
Art (keine Diabetiker) an. 

1 Priparat zur Gerinnungsverhinderung, welches uns im Institut fiir 
Bluttransfusion zur Verfiigung gestellt wurde; auf die Glykolyse wirkt dieses 
Praiparat nach unseren Kontrollversuchen nicht. 
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Zur Zuckerbelastung nahmen wir je 50g Glucose in einem Teeglas 
Wasser. Aus der Fingerkuppe wurden niichtern 30, 60, 90, 120 und 180 Mi- 
nuten nach der Belastung fiinfmal zu je 0,1 cem Blut entnommen und das 
Blut in je 0,2 cem unserer zuckerhaltigen Phosphatlésung hineingeblasen. 
In zwei Proben wurde der Zucker sofort nach Hagedorn-Jensen bestimmt, in 
drei anderen Proben nach 40 Minuten langem Stehen im Wasserbad bei 
40°C. Die Differenz der Mittelwerte aus der ersten und zweiten Zucker- 
bestimmung ist in den Tabellen als Zuckerschwund (Glykolyse) bezeichnet. 


Schwankungen der Blutglykolyse kénnen nicht nur von Anderungen 
in jedem Blutkérperchen, sondern auch von den Schwankungen ihrer 
Zahl abhangen. Um einen einfachen Mafstab fiir die Gesamtmasse der 
Erythrocyten zu erhalten, bestimmten mg % 














wir in unseren kurzfristigen Versuchen mrad 7 
die Hamoglobinmenge in g-%. Wir kin- & ad Van | 
nen also den Glucoseverbrauch auf jedes 8 10; 4 me 
Gramm Hamoglobin, den Glykolyseindex < ” 
‘Zuckerverbrauch in mg-°,' ' - 
‘Hamoglobingehalt in g-%)’ even: ™ 

Auf diese Weise kénnen vergleichbare 
Glykolysezahlen auch bei recht schwan- 82 

kendem Hamoglobingehalt erhalten 8 

werden. Nach Befunden von v. Steenis?, 8 


die allerdings von Rona und Arnheim 
nicht bestatigt wurden, ist die Glykolyse 
in den Leukocyten bedeutend starker 


> oS 














als in den Erythrocyten. Wir bestimmten i 2S he ae Min 

daher in einer Anzahl von Versuchen Abb. 1. Zucker- und Glykolyse- 

auBer dem Hamoglobingehalt auch die kurven von zwei Versuchen mit 
Zuckerbelastung. 


Schwankungen der Leukocytenzahl. 

Aus den Beispielen der Tabelle I, die eine Auswahl aus einer gréBeren 
Zahl gleichartiger Versuche darstellt, ergibt sich, daB dem Anstieg der 
Zuckerkurve ein Fallen der Blutglykolyse entspricht (vgl. auch Abb. 1); 
dem Zuckerabfall entspricht ein Steigen der Glykolyse, doch kann diesem 
auch ein neues Fallen folgen (s. Versuche 2, 3 und 4). Die Leukocyten- 
zahl zeigte keine nennenswerten Schwankungen. Dasselbe gilt —- nach 
den Hamoglobinbestimmungen beurteilt — auch fiir die Erythrecyten- 
zahl. Die Ursachen der Glykolyseschwankungen sind daher in anderer 
Richtung zu suchen, und zwar am einfachsten in jenen Faktoren, welche 
die Schwankungen in den Zuckerwerten nach Zuckerbelastung hervor- 
rufen. Nach Falta, Pollak, Staub u.a. ist der fallende Teil der Blut- 
zuckerkurve die Folge einer Insulinausschiittung ins Blut. Nach dieser 
heute wohl allgemein anerkannten Ansicht kommt das Fallen des Blut- 
zuckers so zustande, daB das Insulin den Zuckerabtransport ins Gewebe 


1 Zitiert nach Lundsgaard. 
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Tabelle I. Zuckerbelastungund Schwankungen der Blutglykolyse, 











a b c | d e f 
Zucker- 
Versuch Moment Blutzucker schwund Himoglobin 
der Blutentnahme in mg-°/o in mg-° 9 in g-9/9 d/e 
Nr. (nach 40 Min.) 
1 Niichtern 83 22 15,7 1,4 
Nach der Belastung: 
30 Min. 125 4 15,9 0,2 
60 , 127 0 15,7 0 
90 , 89 4 16,1 0,2 
120 , 73 24 15,9 1,4 
2 Niichtern 97 33 14,0 2,2 
Nach der Belastung: 
30 Min. 136 21 14,0 1,5 
60 , 153 2 14,0 0,1 
90 , 126 32 14.8 21 
120 , 94 0 14,2 0 
180 , 87 0 15,3 0 
3 Niichtern 83 4 16,2 0,2 
Nach der Belastung: 
30 Min. 134 0 15,9 0 
60 , 121 35 15,9 2:2 
00° 111 35 15,9 2,2 
120 , 103 43 15,7 2,7 
180 _ , 68 21 16,1 1,3 
4 Niichtern 89 18 | 17,7 1,0 
Nach der Belastung : 
30 Min. 120 37 17,4 2,1 
60 , 129 0 17,2 0 
DD: x 165 47 17,7 2,6 
iz 94 58 17.4 2,0 
180 , 56 2 17,4 0,1 


erhéht. Wir kénnen daher vorlaufig annehmen, daB die Erhéhung der 
Glykolyse 60 bis 120 Minuten nach der Zuckerbelastung der durch das 
Insulin hervorgerufenen besseren Glucosefixation durch die Blutzellen 
zuzuschreiben ist. 

Etwas komplizierter ist die Deutung des Zuckeranstiegs nach 
Zuckerbelastung. Hier stehen sich die Anhanger der Reiz- und Resorp- 
tionstheorie ziemlich scharf gegeniiber (Literatur s. bei Meythaler und 
Seefisch). 

Meythaler und Seefisch fanden z. B., daB per os gegebene oder in den 
Zwolffingerdarm eingefiihrte Glucose sehr schnell anfiingt in das Blut zu 
diffundieren und glauben mit Oppel u.a. annehmen zu diirfen, daB die 
Resorption der Glucose aus dem Darm vollauf den Zuckeranstieg erklaren 
kénne. Meythaler und Seefisch haben jedoch ihre Versuche unter Narkose 
(Somnifen) angestellt; es kénnte daher wohl méglich sein, da8 durch 
Somnifen der vegetative Anteil am Zuckeranstieg gelitten hat. 

Zuckerresorption und darauffolgende Hyperglykamie kann an und 
fiir sich das Sinken der Glykolyse gleich nach der Belastung nicht er- 
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klaren, denn wir wissen ja, daB eine nicht zu groBe Erhéhung der Sub- 
stratmenge die Fermentolyse nicht hemmt. Das Optimum der Glykolyse 
liegt erst bei einer Glucosekonzentration von etwa 300 mg-°, (Rona, 
Warburg u.a.). Der Zuckeranstieg im Blute nach Zuckerbelastung 
miBte somit einen Anstieg der Blutglvkolyse zur Folge haben, in Wirk- 
lichkeit ist aber das Gegenteil der Fall. Wir miissen daher annehmen, 
daB schon in den ersten Minuten nach der Zuckerbelastung irgendein 
Stoff in das Blut kommt, welcher die Glykolyse hemmt. Wir nehmen mit 
Holtz, Bléch und Weisz an, daB der Zuckeranstieg im Blute nicht nur 
durch Resorption, sondern auch durch Mobilisation in der Leber bedingt 
ist; an letzterem ProzeB beteiligt sich bekanntlich Adrenalin, welches 
bei der Zuckerbelastung héchstwahrscheinlich schnell von den Neben- 
nieren in das Blut abgegeben wird. Da dem so ist, folgt auch aus den 
Arbeiten von Meythaler und Mitarbeitern. 

So fanden Meythaler und Kleineidam, daB geringste Blutzuckersenkung 
nach Insulininjektion zu Zuckeranstieg und Pulsbeschleunigung fiihrt. In 
Gemeinschaft mit Wossidlo konnte Meythaler weiter in Kontrollversuchen am 
Kaninchenohr nach Krawkow-Pissemski und am durch Aconitin hypodynam 
gemachten Froschherz den Nachweis fiihren, daB hier wirklich Adrenalin in 
den Blutstrom ausgeschiittet wird. In den ersten Minuten nach der Zucker- 
belastung fanden Meythaler und Seefisch zuerst eine kleine Steigerung des 
Blutzuckergehalts, dem ein kurzes Abfallen folgt. Diese Senkung des Blut- 
zuckers betrachten die Verfasser als Ausdruck einer Insulininkretion. Es muB 
alsoauch hier einenachfolgende Adrenalinmehrinkretion angenommen werden, 
die zu einer Zuckermobilisation in der Leber und Hyperglykamie fiihrt. 

Wir wollen daher vorlaufig annehmen, daB der Glykolyseabfall in 
den ersten 10 bis 30 Minuten nach Zuckerbelastung als Adrenalinwirkung 
aufzufassen sei. Mit dieser Auffassung ware sehr gut in Einklang zu 
bringen, daB Adrenalin die Glucosefixation durch Zellen hemmt (Cori 
und Cori, Hdusler, Jacchia, Kotschneff). Hemmung der Glucosefixation 
durch die Blutzellen mu8 aber Hemmung der Blutglykolyse zur Folge 
haben. 

Auf Grund der beschriebenen Versuche kommen wir somit zu der 
Annahme, daf Insulin die Blutglykolyse steigert, Adrenalin dagegen sie 
hemmt. Zur Priifung dieser Annahme stellten wir nun weitere Versuche 
in vitro und in vivo an, in welchen wir die Wirkung von Insulin und Adre- 
nalin auf die Blutglykolyse einzeln studierten. Die Priifung der Insulin- 
wirkung erfolgte an Diabetikern, und zwar deswegen, weil wir hier auf 
einen gréBeren Ausschlag hoffen konnten, als in Fallen, wo von vorn- 
herein schon dem Organismus bzw. den Blutzellen geniigend Insulin 
zur Verfiigung steht. 

Wir untersuchten im Blute die Schwankungen des Zuckers und Hamo- 
globins, der Glykolyse und Leukocytenzahl niichtern und 10, 60 und 120 Mi- 
nuten nach subecutaner Insulininjektion. Je nach den Angaben des be- 
handelnden Arztes injizierten wir jedesmal 10 bis 20 Einheiten Insulin. 
Einige von 22 Versuchen seien hier angefiihrt (Tabelle II und Abb. 2a). 











350 F. Himmerich u. F. 8. Tschernjak: 


Tabelle Il. Wirkung von Insulininjektionen 
auf die Blutglykolyse von Diabetikern. 





a b | c d e f g h 
ps 4 Moment Blut- — Zucker- el Leuko- | Insulin- 
der Blutentnahme : seeker schwend (Hb) dje eyten dosis in 
a inmg-°'9 inmg-°/o° in g.0/, Einheiten 
1 Niichtern 186 11 15,9 0,7 9600 10 
Nach der Injektion: 
10 Min. 196 56 15,9 3,5 7000 | 
60, 82 11 15,3 0,7 9600 
120 , 70 | 48 15,3 3,1 9800 
2 Nichtern 292 2 15,5 0,1 6000 15 
Nach der Injektion: 
10 Min. 282 22 15,1 1,4 5800 
60, 203 15 15,1 0,9 8000 
120 , 172 55 15,7 3,5 6000 
3 Nichtern 249 25 18,1 1,3 — 10 
Nach der Injektion: 
15 Min. 266 56 17,4 3,2 — 
60 , 240 35 17,0 2,0 — 
120 , 218 26 17,2 1,5 — 
4 Nichtern 289 3 14,6 0,2 — 20 
Nach der Injektion: 
60 Min. 229 13 15,1 0,8 oo 
120° * 147 40 15,5 2,5 _ 
5 Niichtern 195 25 15,7 1,6 —_ 15 Kinh. 
Nach der Injektion: | unwirk- 
60 Min. 201 29 15,7 1,8 —_ samen 
120 193 26 15,7 1,6 —  Insulins 


Wir sehen somit, da8 in allen Fallen, wo das Insulin einen Blut- 
zuckerabfall bewirkt, die Blutglykolyse ansteigt. Weiter sehen wir, 
da dem Anstieg der Glykolyse ein Fallen derselben folgen kann (Ver- 
suche 1, 2 und 3); dem Fallen kann wieder ein Anstieg folgen (Versuche 1 
und 2). 


In den ersten 10 bis 15 Minuten nach der Injektion kénnen wir 
aber in der Regel ein betrachtliches Steigen der Blutglykolyse beob- 
achten. Wie sind nun die nachfolgenden Schwankungen der Glykolyse 
zu deuten ? 


Cannon, Mciver und Bliss konnten an Katzen mit denerviertem Herzen 
und entferntem G. stellatum Steigerung der Herzschlagzahl nach Insulin- 
injektion beobachten und deuteten diese Erscheinung als Folge vermehrter 
Adrenalininkretion. Abe fand an Kaninchen Pupillenerweiterung nach 
Insulininjektion, Houssay, Lewis und Mollinelli Hyperglykaimie an Hunden, 
deren V. jugularis mit der V.suprarenalis eines zweiten Hundes zusammen- 
genaht war; Insulin erhielt dabei dieser zweite Hund. Kugelmann lenkt die 
Aufmerksamkeit auf den Umstand, da bei gesunden Personen 30 bis 
60 Minuten nach Insulininjektion der Blutzucker wieder ansteigt; waihrend 
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der Insulinhypoglykaimie konnte er Erhéhung des systolischen Blutdrucks 
und der Leukocytenzahl, Verkleinerung der Milz, wenn sie vergréBert war, 
Herzklopfen, Zittern und Gesichtsblasse beobachten. All diese Symptome 
deutet Kugelmann wie auch andere Autoren als Zeichen einer Mehrinkretion 
von Adrenalin (als reflektorische Antwort des Organismus auf das einge- 
spritzte Insulin). In derselben Richtung sind auch die Versuche von Brant 
und Katz zu verwerten, welche mit Blut, das sie Menschen wihrend der 
Insulinhypogiykamie entnahmen, Adrenalineffekte am Kaninchenohr nach 
Krawkow, am Diinndarm und isoliertem Froschauge erzielten; auf Adrenalin 
wiesen auch ihre chemischen Proben am Blutserumdialysat hin. Brems und 
Holten beobachteten am 

Menschen nach Insulin- mg % 
injektion neben anderen . 

»hypoglykamischen** 








Symptomen auch systo- iS | 
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Antwort des Organismus 
auf das eingefiihrte Insu- 
lin sprechen auch die Ver- 
suche von Yen, Aomura 
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hypoglykamie auftreten- 00 60 60Min 
den schweren klinischen 
Symptome _ beobachtet aim. 20. SS 
werden. Abb. 2a. Diabetes mellitus. Blutzucker und Glyko- 
lysekurven von zwei Versuchen mit Insulininjektionen 
Auf Grund seiner (20 klinische Einheiten im ersten und 10 Einheiten 


2 im zweiten Versuch). 

Versuche und Beobach- Abb. 2b. Asthma bronchiale. Blutzucker- und Glyko- 
tungen kommt Kugel- lysekurven von zwei Versachen mit Adrenalininjek- 
mann zu dem metho- tionen (zu je 1,0 cem einer Lésung 1: 1000). 
disch sehr wichtigen 

SchluB, daB die Insulinwirkung an und fiir sich nur im Verlaufe der 
ersten halben Stunde nach der Injektion beobachtet und studiert 
werden kann. Spater wird diese Wirkung durch die Gegenregulation 
des Organismus leicht verdeckt. Dasselbe diirfte unserer Meinung 
nach auch bei Adrenalininjektionen zutreffen. 


Fir die Bewertung der Insulinwirkung sind also diejenigen Werte 
der Blutglykolyse in Betracht zu ziehen, welche in den Blutproben 
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10 bis 15 Minuten nach der Insulininjektion beobachtet werden; die 
weiteren Proben — 60 und 120 Minuten nach der Injektion — spiegeln 
schon das Resultat von Wirkung des Insulins und Gegenwirkung des 
Adrenalins wider (s. unten). 

Eadie, Macleod und Noble injizierten ihren Kaninchen, wie erwahnt, 
je etwa 2,0cem Insulin pro kg Kérpergewicht. Wir haben gleichfalls 
Versuche an Kaninchen angestellt, injizierten jedoch nur 0,4 bis 0,5 
klinische Einheiten pro kg Kérpergewicht. Wie Tabelle III zeigt, 
erhielten wir auch ganz andere Resultate. 


Tabelle HI. Wirkung von Insulininjektionen 
auf die Blutglykolyse von Kaninchen 








a b c | d e f 
Zucker- zy 
Versuch M t Blutzuck : Ha lok 

os ‘|| der Blutentnahme hae, | ant oo le 

1 Niichtern 106 21 15,9 1,3 
Nach der Injektion: 

10 Min. 122 23 15,5 1,8 

a 83 50 15,5 3,2 

2 Niichtern 124 18 14,0 1,3 
Nach der Injektion: 

10 Min. 123 13 14,0 0,9 

60 , 115 31 14,4 2,1 

3 Niichtern 170 27 12,8 2,1 

Nach der Injektion: : 

10 Min. 175 50 12,9 3,9 

60...» 160 47 12,9 3.6 

4 Nichtern 96 15 16,1 0,9 
Nach der Injektion: 

10 Min. 106 30 15,1 1,9 


Wir sehen somit, daB bei kleinen Insulindosen auch an Kaninchen 
die positive Wirkung des Insulins auf die Blutglykolyse gezeigt werden 
kann. Diese Befunde kénnen uns nicht wundernehmen, wenn wir beriick- 
sichtigen, daB Insulin die Zuckerfixation durch Formelemente erhéht. 
Auf diese Weise erklairen iibrigens auch Hdusler und Léwi die Wirkung 
des Insulins auf die Glykolyse. Die Ergebnisse unserer Versuche mit 
Insulininjektionen stehen somit in vollem Einklang mit unseren Be- 
lastungsproben, wo wir das Steigen der Blutglykolyse bei fallendem 
Blutzuckergehalt als Folge der hier stattfindenden Hyperinsulinamie 
betrachteten. 

Wie aus dem angefiihrten Zahlenmaterial zu ersehen ist, konnten wir 
10 bis 15 Minuten nach der Insulininjektion oft Zuckeranstieg im Blute beob- 
achten. Diese Erscheinung haben Barger und Kramer schon im Jahre 1928 
eingehend studiert. Sie konnten zeigen, daB kristallisiertes Insulin diesen 
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Zuckeranstieg nicht erzeugt. Aus diesen Versuchen konnte geschlossen 
werden, daB der Zuckeranstieg von irgendeiner Beimengung hervorgerufen 
wird, die sich in den kauflichen Rohpraparaten des Insulins befindet. Dieser 
unbekannte Stoff wurde von Jurlin mit dem Namen Glukagon belegt. 
Seinen chemischen und physikalischen Eigenschaften nach steht dieser 
Stoff dem Insulin sehr nahe (Birger und Brandt). Da wir in den ersten 
10 bis 15 Minuten nach der Insulininjektion trotz der Wirkung des Glukagons 
auf den Blutzucker doch einen Anstieg der Blutglykolyse beobachten, so hat 
es den Anschein, daB Glukagon die Insulinwirkung bzw. die Glucosefixation 
durch die Blutkérperchen nicht hemmt (beim Adrenalin steht, wie wir weiter 
sehen werden, die Sache anders). 

AuBer den Versuchen mit Insulininjektionen stellten wir Versuche 
in vitro an. In acht Versuchen mit definibriettem Menschen- und 
Kaninchenblut gaben wir der Phosphat-Chlornatriumlésung (mit Glu- 
cose) Insulin in Mengen hinzu, um in der Mischung mit Blut eine Kon- 
zentration des Insulins von 1, 4 und 100 Einheiten pro 100 cem der 
Mischung zu erhalten. Eine Wirkung des Insulins auf die Blutglykolyse 
konnten wir unter diesen Versuchsbedingungen nicht erhalten: von der 
Wiedergabe der erhaltenen Zahlen nehmen wir daher Abstand. 

In vitro konnten wir in fiinf Versuchen auch keine Wirkung des 
Adrenalins auf die Blutglvkolyse beobachten. 

In diesen Versuchen gingen wir so vor, daB wir zuerst die kaéufliche 
Adrenalinlésung (1 : 1000) fiinfmal mit Ringerlésung verdiinnten und von der 
erhaltenen Lésung 20 ccm 1 cem Blut hinzufiigten. Die Konzentration des 
Adrenalins war im Blute also 1: 250000. Danach wurde das Blut wie 
immer mit zwei Volumina glucosehaltiger Phosphat-Chlornatriumlésung ge- 
mischt und sofort der Glykolyseversuch angestellt. 

Anders fielen die Versuche mit Adrenalininjektionen aus. Diese 
Versuche wurden an Kaninchen (15 Versuche) und Asthmatikern 
(7 Versuche) angestellt. Die Wahl fiel auf Asthmatiker, weil diese 
Kranken am besten Adrenalin vertragen (TabelleIV und Abb. 2b). 

Die Versuchspersonen erhielten niichtern, nach der ersten Blutentnahme: 
subcutan 1,0 cem der kauflichen Adrenalinlésung, also 1,0 mg, die Kaninchen 
0,l cem + 0,9 cem Ringerlésung intravenés; das Gewicht der Kaninchen 
schwankte zwischen 2 und 2,5 kg. 

Da unsere Adrenalinpriparate 0,5 °, Chlorathon enthielten, steliten wir 
an einigen Kaninchen entsprechende Kontrollversuche an. Im Verlauf von 
2 Stunden nach der Injektion von Chlorathon fanden wir keine bemerkens- 
werten Schwankungen in der Glykolyseintensitat des Blutes. Die von uns 
beobachteten Schwankungen hangen also vom Adrenalin selbst ab. 

Aus Tabelle IV und Abb. 2a ist zu entnehmen, daB schon 10 bis 
20 Minuten nach Adrenalininjektion ein starker Glykolysesturz auftritt. 
Am Menschen kann man ferner beobachten, daB 30 bis 60 Minuten nach 
der Adrenalininjektion dessen Wirkung gewoéhnlich wieder verschwindet, 
ja die Glykolyse kann sogar Werte erreichen, die itiber den Ausgangs- 
werten liegen. Nach allem, was wir aus der Literatur und unseren 
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Tabelle IV. 
Adrenalinwirkung auf die Blutglykolyse (Kaninchen). 





a b € | d e f 
Versuch Moment Blutzucker a. Hiimoglobin die 
Nr. der Blutentnahme in mg-°/ in mg-°/ in g-9/o ‘ 
1 Nichtern 77 27 15,3 LZ 
Nach der Injektion: 
10 Min. 177 0 15,3 0 
2 Nichtern 190 26 13,4 1,9 
Nach der Injektion: 
20 Min. 268 0) 13,1 0 
§ Niichtern 87 43 12,7 3,3 
Nach der Injektion: 
10 Min. 90 13 13,1 1,0 
60 , 89 4 13,1 0,3 
4 Nichtern 99 26 14,5 1,8 
Nach der Injektion: 
8 Min. 136 12 14,2 0,8 
BO ie 179 17 14,6 i) 
5 Niichtern 108 33 12,9 2,56 
Nach der Injektion: 
20 Min. 167 1 12,4 0,05 


eigenen hier wiedergegebenen Versuchen mit Zuckerbelastung, Insulin- 
und Adrenalininjektion wissen, ist dieses nachfolgende Steigen der Glyko- 
lyse als Folge einer kompensatorischen Hyperinsulinémie aufzufassen. Dies 
erklart auch, warum Partos so wie wir bei Zuckerbelastungen Glykolyse- 
hemmung bei steigendem Zucker und Glykolyseférderung 60 Minuten 
nach Adrenalininjektion fand: er wahlte einfach die Zeit nach der 
Injektion zu lang (ganz abgesehen von dem Umstande, daB er zudem 
noch mit geronnenem Blute arbeitete). 


Antwortet der Inselapparat sehr schnell und stark auf die Injektion mit 
Insulinsausschiittung, so kann die Adrenalinwirkung teilweise oder v6llig 
iiberdeckt werden. Dann ist der Versuch so zu wiederholen, dai dem Ver- 
suchstier wihrend des Versuchs dauernd Atropin injiziert wird!. 

Hadusler und Léwi konnten beobachten, daB die Hyperglykamie nach 
Adrenalininjektionen bei Kaninchen stundenlang anhalt. Es war daher fiir 
uns von Interesse zu priifen, ob nicht etwa auch die Glykolysehemmung nach 
Adrenalin hier langer anhalte als beim Menschen. Wie Hdusler und Léwi 
arbeiteten wir hier mit groBen Adrenalindosen (1,0 cem Adrenalinlésung) ; 
Blutentnahme niichtern und 2 und 4 Stunden nach der Injektion (Tabelle V). 

Den Adrenalineffekt —- Hemmung der Blutglykolyse — kann man 
somit an Kaninchen auch 2 Stunden nach der Injektion beobachten. Gegen 
4 Stunden nach der Injektion sind die Glykolysewerte einzelner Versuche 


1 Anmerkung bei der Korrektur: Sicherer wirkt, wie unsere weiteren 
Versuche zeigen, 6 bis 8 Tage langes Vorbereiten des Kaninchens durch 
gemiisefreie Kost (Hafer + Wasser). 
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Tabelle V. 


Adrenalinwirkung auf die Blutglykolyse von Kaninchen. 





a b c d e f 
F Zucker- 
Ve +h Mo t Blutzucke ‘ . Himoglot 

— der auatadieie i a " pang tabe co a die 

1 Niichtern 62 30 15,1 2,0 
Nach der Injektion: 

2 Stunden 210 0 14,6 0 

4 ‘ 193 24 14,4 1,7 

2 Niichtern 129 46 13,3 3,4 
Nach der Injektion: 

2 Stunden 320 35 13,3 2.6 

4 ‘s 263 16 13,3 1,2 

3 Niichtern 83 41 17,0 2.4 
Nach der Injektion: 

2 Stunden 242 31 16,4 1,9 

‘s 242 18 15,6 1,1 

4 Niichtern 94 38 14,2 26 
Nach der Injektion: 

2 Stunden 193 26 14,3 1,8 

4 a 224 17 14,0 1,2 

5 Niichtern 89 28 14,0 2,0 
Nach der Injektion: 

2 Stunden 282 18 13,3 1,3 

4 F 266 19 12,7 1,5 

6 Niichtern 87 12 14,2 0,8 
Nach der Injektion: 

2 Stunden 330 3 13,3 0,2 

e 219 22 14,0 1,5 


verschieden. In manchen Fillen (Nr. 1 und 6) sind sie stark angestiegen; 
dabei kann man ein Fallen des Blutzuckers, also Insulinwirkung, bemerken. 
Versuch 2 bildet jedoch eine Ausnahme: bei gesunkenem Blutzucker kon- 
statierten wir eine Glykolyse, die schwacher als 2 Stunden nach der Injektion 
war. Ziehen wir die Befunde von Meythaler und Mitarbeiter in Betracht, 
nach welchen schon geringes Fallen des Blutzuckers Hyperadrenalinamie 
hervorruft, so kann die im Versuch 2 beobachtete Diskrepanz zwischen Blut- 
zucker- und Glykolysekurven am einfachsten durch die Annahme erklirt 
werden, daB der Blutentnahme 4 Stunden nach der Injektion gerade ein 
stoBweises Ausschiitten von Adrenalin voranging, der Zucker blieb zwar 
immer noch niedriger als 2 Stunden nach der Injektion, aber die Insulin- 
wirkung auf die Glykolyse bzw. Zuckerfixation scheint hier durch Adrenalin 
iiberdeckt zu sein. : 

Die Hemmung der Blutglykolyse durch Adrenalin ist, wie gesagt, 
durch Hemmung der Zuckerfixation durch die Blutkérperchen zu er- 
klaren. Ob hier die Bindung des Adrenalins durch Erythrocyten 
(Kuczarow, Giedroye und Koskowski) oder die Bildung von Glykaémien 
(Hdusler und Léwi) wesentlich ist, bleibt vorlaufig unentschieden. 
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Die Frage, wie lange die Wirkung einer Insulininjektion anhalt, 
ist von theoretischem und praktischem Interesse. Unsere Versuche 
zeigen, da diese Wirkung nicht unbedingt durch Hypoglykamie ge- 
kennzeichnet werden braucht. Da®B die Héhe der Blutzuckerkurve in 
jedem gegebenen Moment das Uberwiegen der Insulin- oder Adrenalin- 
wirkung nicht genau wiedergeben kann, erkannten ganz richtig schon 
Brems und Holten. Viel genauere Angaben kénnen hier durch Bestim- 
mung des Zuckerverbrauchs bzw. der Blutglykolyse erhalten werden. 

Physiologisch erscheint uns das Adrenalin als Regulator, ,,Bremse** 
der Insulinwirkung auf die Zuckeraufnahme von seiten der Zellen. 
Wirkt diese ,, Bremse“‘ zu stark, oder ist der ,, Motor’ (Insulin) zuschwach, 
so muB schlechte Zuckerfixation durch die Zellen die natiirliche Folge 
sein. Das muB Sinken der Blutglykolyse sowie Verschlechterung der 
Blutatmungsfunktion nach sich ziehen. 

Ziemlich allgemein wird angenommen, daB Hyperglykimie den 
adaquaten Reiz fiir den Inselapparat darstellt. Unsere Befunde zeigen 
jedoch, daB Hyperinsulinamie (an Steigerung der Blutglykolyse ge- 
messen) nach Einspritzung von Adrenalin auch ohne merkbare Hyper- 
glvykimie auftreten kann. Es mu daher die Frage neu aufgeworfen 
werden, ob nicht etwa Adrenalin selbst — auch ohne Hyperglykamie - 
die Insulininkretion anregen kénne. Eine soleche Wirkung konnten z. B. 
Zunz und La Barre feststellen. Brésamlen konnte an Diabetikern 
Blutzuckerabfall nach Adrenalininjektion beobachten und deutet dies 
als Wirkung des Adrenalins — tiber den Vagus- auf den Inselapparat 
des Pankreas. Dieselbe Wirkung auf den Blutzucker nach Adrenalin 
beobachteten weiter Petényi und Lax! bei Tetanie von Sauglingen. 
Weinberg! sowie Barath konnten deutlichen Zuckerabfall im Blute 
nach intravenésen Injektionen von Adrenalin in kleinen Dosen beob- 
achten. All dies bestérkt uns in der Annahme, daB auf die Insulin- 
ausschiittung aus dem Pankreas nicht nur Hyperglykémie, sondern 
auch Adrenalin wirkt. 

Was die Ausschiittung von Adrenalin ins Blut auf Insulininjektion 
anbelangt, so nimmt die Mehrzahl der von uns zitierten Autoren an, 
daB hier nicht Insulin als solches, sondern Hypoglykamie die Wirkungs- 
ursache ist. Diese Wirkung soll iiber das Nervensystem gehen. Es 
gibt jedoch Tatsachen, welche uns zur Annahme bringen, daB auBer 
Hypoglykamie auch Insulin als Adrenalinausschiittungsreiz dient (ob 
diese Wirkung eine direkte oder indirekte — iiber das Nervensystem 
— ist, wollen wir vorlaufig auBer Betracht lassen). 

So konnten Cannon und Mitarbeiter an Katzen beobachten, dai 
Steigerung der Herzschlagszahl schon am Anfang des Zuckersturzes (zwischen 
110 und 70 mg-°,) auftritt, also bei Zuckergehaltszahlen, wo von Hypo- 


1 Nach Barath zitiert. 
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glvkaimie noch nicht die Rede sein kann. Einen gewissen Parallelismus 
zwischen Insulindosis und Adrenalininkretion sahen )en und Mitarbeiter. 
Sato und Mitarbeiter konnten dies nicht bestatigen. Fernbach und Dekker 
wiederum beobachteten in Versuchen an einem Addisonkranken Adrenalin- 
symptome schon bei fallendem Blutzuckergehalt, wobei diese Symptome am 
ausgepragtesten bei gréBerer Insulindosis waren. 

Wir kommen somit zu der Annahme, da auf die Ausschiittung 
von Adrenalin und Insulin ins Blut nicht nur die Blutzucker- 
schwankungen, sondern auch der Gehaltsanstieg des einen von diesen 
Hormonen wirkt. 


Besonders beachtenswert ist, daB Insulin und Adrenalin in vitro nicht 
auf die Blutglykolyse wirken, wahrend in vivo diese Wirkung feststellbar ist. 
Wir verfiigen nicht tiber eigene experimentelle Befunde zur Klarung dieser 
Widerspriiche. In bezug auf Adrenalin konnten auch Hdusler und Léwi fest- 
stellen, daB dieses Hormon in vitro keine Hemmung auf die Zuckerfixation 
durch die Blutkérperchen ausiibe, konnten eine Hemmung jedoch erzielen, 
wenn sie den Blutkérperchen Plasma von Diabetikern oder adrenalin- 
diabetischen Tieren hinzugaben. In diesem Befunde sehen sie einen Beweis 
fiir ihre Annahme, da Adrenalinausschiittung ins Blut zu einer Ausschiittung 
eines Stoffes fiihrt, welcher Hyperglykamie und Hemmung der Glucose- 
fixation durch die Blutkérperchen hervorruft. Diesen hypothetischen Stoff 
nannten sie Glykamin. Da in vitro die Méglichkeit einer Glykaminaus- 
schiittung durch Adrenalin fehlt, so kann letzteres nach Hdusler und Léwi 
auch nicht auf die Glucosefixation durch die Blutzellen wirken. 

Da wir ausfiihrliche Uberpriifungen dieser immerhin wichtigen Befunde 
von Hdusler und Léwi iiber das Glykaminproblem in der Literatur nicht 
finden konnten, wird diese Frage von Freud in unserem Laboratorium an 
Hand von Glykolyseversuchen teilweise iiberpriift. Dabei wird auch die 
Frage gestreift, ob nicht etwa auch das Insulin durch einen Vermittler die 
Glykolyse erhéht, was die negativen Resultate der Versuche in vitro mit 
Insulin erkliren kénnte. Es ist aber auch méglich, daB Insulin als Kolloid- 
kérper und Sulfhydrylgruppentrager auf die Zuckerfixation durch Anderung 
der elektrischen Ladungen an der Oberflache der Zellen wirkt (Himmerich). 
Dann wiren zur Insulinwirkung die Ladungsverhaltnisse der Blutkérperchen 
maBgebend, die sich bei der Blutentnahme andern und so_ Versuchs- 
bedingungen schaffen kénnen, wo die Wirkung des Insulins nicht mehr 
demonstrierbar ist. 


Ob durch Vermittler oder direkt, wir konnten hier zeigen, daB 
Insulin die Blutglykolyse steigert, Adrenalin dagegen sie hemmt. Da 
nun Himmerich und Feinberg dartun konnten, daB die Blutglykolyse 
aktivierend auf die Sauerstoffabgabe von Erythrocyten einwirkt, so 
ergibt sich nun weiter, daB Insulin und Adrenalin regulierend in die 
Sauerstoffabgabe von Erythrocyten eingreifen und daB ein chronisch 
wirkendes Uberwiegen der Adrenalinwirkung gegeniiber der Insulin- 
wirkung zu einer Schadigung der Blutatmungsfunktion fiihren mub. 

Nach von uns noch nicht abgeschlossenen Versuchen hat auch das 
Nebennierenrindenhormon eine aktivierende Wirkung auf die Glykolyse 
und Sauerstoffabgabe der Erythrocyten. Beziiglich der Blutglykolyse 
konnte dies auch schon andererseits gezeigt werden. Wir gelangen 
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damit zu dem Ergebnis, daB auf die Sauerstoffabgabe von Erythrocyten 
eine ganze Reihe von Organen auf dem Wege des Kohlenhydratstoff- 
wechsels wirkt, namlich: Inselapparat der Bauchspeicheldriise (Insulin), 
Nebennieren (Adrenalin und Cortin), Leber (als Zuckerdepot), Hypo- 
physe und Schilddriise als Driisen, welche in den Kohlenhydratstoff- 
wechsel bzw. Blutglykolyse auf dem Wege iiber die ersten drei Organe 
eingreifen kénnen. Wenn es zutrifft, daB das Wohl aller Organe und 
Gewebe zu einem groben Teil von der Atmungsfunktion des Blutes 
abhangt, so erscheint es uns ebenso richtig, daB auch die Atmungs- 
funktion des Blutes, d.h. die Sauerstoffabgabe der Erythrocyten, 
von der Funktion einer ganzen Reihe von Organen abhangt bzw. 
reguliert wird. Diese Auffassung bedeutet erstens, daB die Blutatmungs- 
funktion isoliert vom K6érper nicht voll studiert und begriffen werden 
kann und zweitens, daB uns die Méglichkeit gegeben ist, auf dem Wege 
iiber das endokrine System regulierend in die pathologisch gestérte 
Blutatmungsfunktion einzugreifen. 


Zusammenfassung. 


In Versuchen an Mensch und Kaninchen wird an Hand von Zucker- 
belastungsproben, Insulin- und Adrenalininjektionen gezeigt, dab 
Insulin die Blutglykolyse fordert, Adrenalin dagegen diesen Ferment- 
prozeB hemmt. Die bekanntesten und widerspruchsvollen Angaben 
der Literatur werden dabei einer kritischen Durchsicht unterzogen. 

Wie andere Autoren an Zuckerkurven, so konnten wir in unseren 
Glykolyseversuchen zeigen, daB nach Einfiihrung einer dieser Hormone 
der Organismus mit Mobilisation und Ausschiittung des Antagonisten 
ins Blut antwortet. Dabeiist bemerkenswert, daB Insulin nach Adrenalin- 
injektion auch ohne nennenswerten Blutzuckeranstieg ins Blut ausge- 
schiittet wird. Es wird daher die Méglichkeit diskutiert, ob auBer der 
Hyperglykimie nicht auch Adrenalin selbst zur Inkretion von Insulin 
fiihren kénne. 

Obwohl auf Insulininjektion hin Adrenalin ins Blut ausgeschiittet 
wird, so konnte am Menschen doch gezeigt werden, daB die die Blut- 
glykolyse foérdernde Wirkung des Insulins starker und anhaltender ist 
als die hemmende Wirkung des Adrenalins. Es wird daher auf die Még- 
lichkeit hingewiesen, die Wirkungszeit des eingespritzten Insulins an 
den Schwankungen der Blutglykolyse zu messen. 

Adrenalin spielt physiologisch die Rolle eines Regulators bei der 
Zuckerverwertung durch Insulinwirkung. Die férdernde Wirkung des 
Insulins auf die Blutglykolyse ist aus seiner positiven Wirkung auf die 
Zuckerfixation durch die Blutkérperchen leicht zu verstehen; die hem- 
mende Wirkung des Adrenalins auf die Zuckerfixation durch die Zellen 
erklart gleicherweise Jeicht die hemmende Wirkung dieses Hormons 
auf die Blutglykolyse. 
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Da die Blutglykolyse die Rolle eines Aktivators der Sauerstoff- 
abgabe durch Erythrocyten spielt, Insulin und Adrenalin aber auf die 
Blutglykolyse wirken, so ist dem Inselapparat der Bauchspeicheidriise 
und dem Nebennierenmark eine regulierende Wirkung auf die Blut- 
atmungsfunktion zuzusprechen. 
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Untersuchungen iiber Polysaccharoproteide. 
X. Mitteilung: 
Rolle der einzelnen Aminosiurereste und SchluBbetrachtungen. 
Von 
St. J. von Przylecki, K. Kasprzyk und H. Rafatowska. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat J. Pitsudski 
in Warschau.) 
(Eingegangen am 6. Juni 1936.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die seit einigen Jahren in unserem Institut ausgefiihrten Unter- 
suchungen iiber die Affinitaéten verschiedener Aminosduren und Peptide 
zu ionenfreien Polysacchariden haben ergeben, daB nur zwei Amino- 
séuren, némlich Arginin und Tyrosin, Affinitat zu Polysacchariden 
haben (1). Fiir eine ganze Anzahl von Aminosaéuren sowie fiir die 
Bindegruppe CONH konnte sichergestellt werden, daB sie an der 
Xeaktion nicht teilnehmen. Nur fiir das Oxyprolin und Serin konnten 
wir wegen der ungeniigenden Versuchsmethoden keine sicheren Schliisse 
ziehen. 

Die mit freien Aminosauren oder einfachen Peptiden erhaltenen 
Resultate kénnen aber nicht ohne weiteres auf die Proteine iibertragen 
werden und gewahren uns keinen sicheren Einblick in die Rolle der 
verschiedenen Seitenketten einzelner Aminosiéurereste bei der Ent- 
stehung der Symplexe von Polysaccharoproteiden. Denn die Amino- 
siuren, besonders diejenigen, die leicht kristallisieren, k6nnen im freien 
Zustande weniger reaktionsfahig sein als im EiweiBverband. Im Eiweif 
sind die «-COOH- und NH,-Gruppen peptidartig verkniipft; auch 
kénnen die Affinitaéten der einzelnen Gruppen durch die Nachbar- 
gruppen verstérkt oder vermindert werden. SchlieBlich kénnen die 
erhaltenen Resultate nicht verallgemeinert werden, weil nicht alle 
Aminosauren der Proteine bekannt sind, und weil auBerdem die Proteine 
verschiedene andere ,,prosthetische Gruppen‘ oder Verunreinigungen, 
z. B. Lecithin, Glucosamin, Fette usw., enthalten. 

Um die Rolle verschiedener Gruppen zu klaren, stellten wir neue 
Versuche iiber das Verhalten der Proteine gegeniiber Polysacchariden 
an. Einzelne dieser Versuche sind schon vor einigen Jahren ausgefiihrt 
(2) und jetzt vervollstandigt worden. Ein Teil der Untersuchungen 
ist in dem experimentellen Teil, der andere an anderer Stelle be- 
schrieben (3). 

Es wurden solche Proteine gewaéhlt, deren Zusammensetzung 
ziemlich genau bekannt ist (was leider nur selten der Fall ist) und die 
durch ihren Bau besonders zu solchen Versuchen geeignet sind, weil 
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sie eine bestimmte Aminosaure in besonders groBer Menge, die anderen 
aber, deren Rolle noch nicht sicher festgestellt ist, in kleinen Mengen 
enthalten. 

Die Versuche wurden in zweierlei Weise ausgefihrt : 

1. Adsorptionsversuche mit EiweiBsolen, die mit Polysacchariden 
ausgefallt wurden. Die Verminderung der Polysaccharidkonzentration 
in der Lésung wurde bestimmt. Gleichzeitige Analyse des Nieder- 
schlags nach gutem Auswaschen. 

2. Adsorptionsversuche wurden in der Weise durchgefiihrt, dab 
die Amylose zu koaguliertem Protein zugesetzt wurde. 

Das Polysaccharid war P-frei. Das pu der Versuchsansiatze variierte 
zwischen 4 und 9. Da viele EiweiBk6érper Verunreinigungen enthalten (so 
enthalt z. B. das Seralbumin etwa 10°, Lipoide; einige Edestinpriaparate 
von Roche bis 25°, Fette), wurden vergleichende Versuche mit nicht ge- 
reinigten sowie mit entfetteten und auf andere Weise gereinigten Praparaten 
durehgefiihrt. Dies ist von Wichtigkeit, da wir uns davon iiberzeugt haben, 
daB einige Begleitstoffe, wie Lecithin, mit Polysacchariden in Verbindung 
treten (4). 

Die Entfernung von Salzen wurde oft durch Elektrodialyse erreicht. 
Am schwersten war es, in einigen Fallen die Kohlenhydrate zu entfernen. 

Es wurden folgende Eiweibkérper untersucht 1. Ovalbumin, 
2. Seralbumin, 3. Lactalbumin, 4. Pseudoglobulin, 5. Euglobulin aus 
Serum, 6. Ovoglobulin, 7. Casein, 8. Fibroin, 9. Edestin, 10. Globin, 
11. Histon aus Blutkérperchen, 12. Fibrin, 13. Gelatine, 14. Myosin, 
15. Clupein. 

Die Tabelle I gibt die Zusammensetzung einiger untersuchter 
Proteine. 

Unsere Versuchsergebnisse (Tabelle Il) zeigen, daB dice Proteine 
in bezug auf ihre Affinitaét zu den nichtionisierten Polysacchariden in 
zwei Gruppen geteilt werden kénnen: 

1. Keine bzw. fast keine Affinitaét haben Ovalbumin, Lactalbumin, 
Pseudoglobulin, Globin, Histon aus den roten Blutkérperchen der Ganse. 

2. Viele Proteine geben mit Polysacchariden symplexartige Ver- 
bindungen. Zu dieser Gruppe gehéren Euglobulin, Ovoglobulin, Fibroin, 
Gelatine, Edestin, Clupein und Myosin. 

Das Serumalbumin und das Casein bilden eine Ubergangsgruppe. 
Ihre Fahigkeit, Polysaccharide zu binden, ist sehr gering. Es ist schwer 
zu entscheiden, ob das Polysaccharid bei der Fallung nur mitgerissen 
wird, oder ob es chemisch von diesen Proteinen gebunden wird. 

Die Verfolgung unseres Zieles, die Rolle der Aminosiéurereste bei 
der Entstehung der Symplexe aufzuklaren, st6Bt wegen der Unvoll- 
stindigkeit unserer Kenntnisse iiber die Zusammensetzung der einzelnen 
Proteine auf besondere Schwierigkeiten. Es gibt tatsichlich sehr 
wenige Proteine, deren Konstitution auch nur annahernd bekannt ist. 
Der Gehalt an vielen Aminosaéuren ist gar nicht quantitativ bestimmt 
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Tabelle II. Bindung von Amylose oder Dextrinen durch ver- 
schiedene Proteine. 
Die Zahlen (in g) entsprechen der gebundenen Menge pro 100g Protein. 
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worden. Die Prozentzahlen anderer Aminosaéuren sind sicher zu niedrig 
angegeben (in anderen Fallen wohl auch zu hoch, z. B. der Gehalt an 
sauren Aminosdéuren im Casein). Zudem gibt es gewiB auch noch un- 
bekannte Aminosauren. 

Doch glauben wir, daf das ziemlich grofe Material und die Ver- 
schiedenheit der Zusammensetzung der von uns untersuchten Eiweib- 
kérper es erlauben, einige Schliisse zu ziehen und besonders die Rolle 
einer ganzen Anzahl von Aminosauren auszuschlieBen. Die Ergebnisse 
kénnen somit in folgenden Punkten zusammengefaBt werden: 

I. Die Entstehung der Symplexe ist in keinem Falle von der 
Teilchengr6Be des Proteins abhangig. Sowohl das Protamin mit dem 
kleinsten Molekulargewicht (Clupein 4000), als auch das Myosin mit 
dem hohen Molekulargewicht 1 Million geben Komplexe. Im Gegensatz 
dazu bilden weder das aus verhaltnismaBig kleinen Molekiilen gebaute 
Lactalbumin, noch das Ovalbumin und das Pseudoglobulin mit Poly- 
sacchariden Symplexe. 

II. Auch die Teilchengestalt spielt keine Rolle. Zu den zur Kom- 
plexbildung befaéhigten Proteinen gehéren sowohl kugelférmige Eiweib- 
kérper (Edestin) als auch das fadenbildende Myosin. Auch zu den zur 
Symplexbildung unfahigen Proteinen zahlen kugelige Proteine, wie 
Ovalbumin, und fadenartige, wie z. B. Serumalbumin. 

III. Die Bindungsfahigkeit kann nicht durch Verunreinigungen 
verursacht sein. Besondere Versuche mit Euglobulin, Pseudoglobulin, 
Seralbumin, Casein und Edestin zeigten, daB die Verunreinigungen nur 
Verschiebungen in der Zusammensetzung der Symplexe, nicht aber 
qualitative Unterschiede hervorrufen. 

Fiir eine ganze Reihe von fast reinen Proteinen wurde die Fahigkeit 
zur Bildung von Polysaccharoproteiden nachgewiesen. So z. B. fiir 
das reine Clupein und das Edestin (als Verunreinigung kommt bei 
letzteren nur eine kleine Menge von Kohlenhydraten in Frage). 

IV. Folgende Aminosiaurereste spielen bei der Entstehung der 
Symplexe keine Rolle: 
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1. Die apolaren Gruppen, also die Reste von Glycin, Alanin, Butyrin, 
Valin, Leucin, Phenylalanin, Prolin. Proteine, die groBe Mengen 
dieser Aminoséuren enthalten, sind Reprasentanten der zur Symplex- 
bildung unfahigen Gruppe, so z. B. das Lactalbumin und das Globin. 
Die gréBte Menge von Phenylalanin enthalt das Ovalbumin und das 
Globin. Dagegen gehéren zu der symplexbildenden Gruppe solche 
Proteine, die sehr wenig von diesen Aminoséuren enthalten, z. B. 
Protamine. 

2. Auch die Reste der sauren Aminosduren, Asparaginsaure, 
Glutaminséure und Oxyglutaminséure, kénnen nicht bei der Ent- 
stehung der Symplexe beteiligt sein. So bilden z. B. im Lactalbumin 
die sauren Aminosauren 32,2°, und die Oxyglutaminsaure 10% des 
Proteins. (Nur das Casein enthalt unter den analysierten Proteinen 
einen ahnlich hohen Prozentsatz dieser Bestandteile.) Nach unseren 
Beobachtungen kommt im Gegenteil die Symplexbildung um so leichter 
zustande, je weniger von diesen Gruppen im Molekiil anwesend ist. Wir 
wollen jedoch darin nicht den Beweis einer allgemein giiltigen Regel 
sehen. 

3. Cystin baw. Cystein. Dieses kommt in gréBter Menge in dem 
zur Symplexbildung unfahigen Lactalbumin (7°), im Seralbumin 
(7°) und im Keratin vor. Es ist aber in den symplexbildenden Pro- 
teinen nur in geringer Menge vorhanden (Serumglobulin 0,7 °%, Edestin 
1.4%, Clupein 0). 

4. Das Serin ist fast in allen Proteinen nur in sehr geringen Mengen 
vorhanden (0,1 bis 1,8°,). Auch hiervon enthalt das Lactalbumin die 
groBte Menge. 

5. Das Tryptophan kommt in den zur Bildung unfahigen Proteinen 
in viel gréBerer Menge vor als bei den symplexbildenden (Ovalbumin 
2,6°,, Lactalbumin 2,7 bis 7,0°, Edestin 1,5°%, Serumglobulin 2,: 
bis 4,0°%, Clupein 0). 

6. Das Prolin ist ungefaéhr in denselben Konzentrationen in beiden 
Proteingruppen anwesend. 

7. Das Histidin kommt besonders in groBber Menge im Globin, 
einem zur Symplexbildung unfahigen Protein, vor. 

8. Das Lysin ist in gréBter Menge im Lactalbumin (10°), Ser- 
albumin (> 15%) und Globin (11,05°%) enthalten, seine Menge ist 
in dem Polysaccharoproteide bildenden Serumglobulin, Edestin und 
Clupein Null oder sehr gering. 

9. Asparagin Glutamin und Oxyglutamin. Diese im Lactalbumin 
und Gliadin sicher nachgewiesenen Amide haben keine gréBere Be- 
deutung, da diese beiden Proteine keine Affinitéten zu Polysacchariden 
besitzen. 
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10. Die CONH-Gruppe ist in allen Proteinen vorhanden, aber 
durch ihre raumliche Lage in vielen Proteinen zur Bindung unfahig. 
Versuche, die die Rolle dieser Gruppe erklaren sollten, wurden mit 
Substanzen ausgefiihrt, bei denen die raumliche Lage nicht in so hohem 
MaBe stérend wirken konnte. 

V. Unsicher bleibt die Rolle von: 

1. Oxyprolin. Diese Aminosaure tritt bei vielen Proteinen, die 
Affinitaten zu Polysacchariden besitzen, auf, und zwar in der Gelatine, 
im Edestin und Clupein. Die Beteiligung dieser Aminosaéure durch eine 
Proteinuntersuchung auszuschlieBen, ist noch nicht méglich. Jedenfalls 
existieren Eiwei8kérper, die von Oxyprolin frei sind und die Symplexe 
bilden. Viele Proteine, die reich an Oxyprolin sind (Gelatine), binden 
viel weniger Amylose als einige an Oxyprolin arme (Edestin). Fiir die 
AusschlieBung von Oxyprolin bleiben nur die mit der reinen Amino- 
siure ausgefiihrten Versuche. Es ware wiinschenswert, die Versuche 
in dieser Richtung noch zu erweitern. 

2. Methionin. Vorkommen und Menge ist noch bei der Mehrzahl 
der Proteine unbekannt. 

3. Aminosauren, deren Vorhandensein erst in der letzten Zeit nach- 
gewiesen wurde oder noch unsicher ist, wie Oxybutyrin, Citrullin, 
Oxylysin, gehéren ebenfalls hierher. 

VI. Sicher wurde die positive Rolle von Tyrosin und Arginin nach- 
gewiesen. Nur diejenigen Proteine, die entweder viel Tyrosin oder 
Arginin enthalten, sind fahig Symplexe zu _bilden. 

1. Zu den durch Tyrosin bindenden Proteinen gehéren Euglo- 
bulin, Fibroin, Casein und wahrscheinlich auch das Seralbumin. Die 
Bindungsfahigkeit der nicht ionisierten Polysaccharide wachst bei diesen 
EiweiBk6rpern mit der VergréBerung des Tyrosingehalts. 


Protein: Casein < Seralbumin < Euglobulin < Fibroin 

Tyrosingehalt (°)): 5,4 5,8 6,7 11,0 

Leider ist die Analyse des Euglobulins nicht so weit durchgefiihrt, dab 
man mit Sicherheit behaupten kann, da} nur Tyrosin bei der Bindung der 
Amylose beteiligt ist. 

Das Arginin spielt bei dieser Bindung keine Rolle, erstens wegen seiner 
geringen Menge, zweitens wegen des engen p 4-Bereiches der Bindungsfahigkeit. 
Der pu-Bereich, bei dem Symplexe durch Tyrosinbeteiligung entstehen, ist 
ziemlich groB. Sowohl bei px 3,4 als auch bei px 8 konnten Verbindungen 
nachgewiesen werden. Die Symplexe, die durch Tyrosin zustande kommen, 
sind sehr labil, sie sind meistens reversibel und kénnen durch Auswaschen 
oder Verdiinnen ihrer Lésung zerlegt werden. 

Es ist hervorzuheben, daB viele tyrosinhaltige Proteine zur Symplex- 
bildung unfahig sind. So z. B. das Ovalbumin mit 4,9°, und das Globin 
mit 4,6 Tyrosin. Diese Erscheinung kann noch nicht ganz erklart werden. 
Hier kénnten vielleicht besondere Umstande eine Rolle spielen: 
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I. Um stabilere Symplexe zu bilden, mu das einzelne Polysaccharid- 
teilchen durch mehrere Tyrosinreste gebunden werden; diese diirfen somit 
im Protein nicht zu weit voneinander entfernt sein. II. Es kénnen riiumliche 
Hindernisse existieren. So kénnten die Tyrosinreste von Leucinresten mit 
langen Seitenketten umgeben sein. III. Die das Tyrosin umgebenden 
Aminosauren kénnen eine Ladung tragen, die ein Hindernis bildet, z. B. 
die Glutaminsaure. 

2. Zu den durch das Arginin Polysaccharide bindenden Proteinen 
gehéren: Edestin, Vitellin, Gelatine, Clupein, Fibrin. Einige von diesen 
Proteinen sind frei bzw. enthalten nur sehr geringe Mengen von Amino- 
sauren, deren Rolle noch unsicher ist. So z. B. enthalt das Edestin, 
dessen Zusammensetzung wohl am besten bekannt ist (99,0%), nur 
2°, Oxyprolin, wenig Methionin, sehr wenig Serin (0,33 °) und wenig 
Tyrosin (4,55°). Die Analysen von Vitellin und anderen Proteinen 
dieser Gruppe — auBer Gelatine — sind sehr unvollstandig. Das 
Clupein enthalt zwar Oxyprolin und Serin (Felix), seine Bindungs- 
fahigkeit gegeniiber Polysacchariden steht aber in keinem Verhaltnis 
zu diesen zwei Oxyaminoséuren. Es hat von allen untersuchten Pro- 
teinen die gréBte Affinitaét zu Polysacchariden. Es enthalt 87 °% Argi- 
nin. Durch die Symplexentstehung wird die Drehung des polarisierten 
Lichtes stark verandert, wie im Falle von Arginin oder Guanidin. Mit 
Oxyprolin konnte eine solehe Anderung nicht nachgewiesen werden (1). 

Interessant ist die ziemlich gute Proportionalitat zwischen dem 
Arginingehalt im Protein und der maximalen Bindungsfaihigkeit von 
Amylase oder Dextrin: 


Tabelle III. 





Clupein Edestin 
87 15,8 °%% Arginin 
70—80 15,6 % Polysaccharid im Niederschlag 


Die Gelatine, die im Vergleich zu Edestin und Clupein viel mehr 
Oxyprolin enthalt (14%), bindet zwar Amylose und Dextrin, aber 
quantitativ ist die Bindung weit geringer als diejenige der beiden er- 
wahnten Proteine. 

Die durch Arginin bedingte Symplexentstehung tritt nur_ bei 
derjenigen Wasserstoffionenkonzentration ein, bei welcher mindestens 
ein Teil der Argininreste in der undissoziierten Form vorhanden ist. 
Bei pu< 7 entstehen keine solche Symplexe. Je mehr Arginin im 
Teilchen, desto niedriger kann der py-Wert sein, bei dem die Symplexe 
entstehen kiénnen. Es wird daher verstandlich, daB viele Proteine zwar 
Arginin enthalten, aber doch keine Symplexe bilden. Je naher die 
Argininreste nebeneinander liegen, desto kleinere O H-Ionenkonzentra- 
tion geniigt, um die Dissoziation einzelner Argininanteile hervorzurufen. 
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Diese Symplexe sind gegen verschiedene Reagenzien resistenter als die 
durch das Tyrosin zustande kommenden. Die Mehrzahl ist durch Ver- 
diinnung oder Auswaschen nicht zerlegbar, z. B. die Symplexe aus 
Edestin oder Clupein. Einige werden durch py-Anderung zerlegt, 
z. B. diejenigen mit Edestin. Die Clupeinsymplexe sind auch gegen 
pu-Anderung resistent. Die Resistenz hangt also von der Menge des 
Arginins im Proteinteilchen ab. Es besteht aber auch eine gewisse 
Abhangigkeit von der Menge des Polysaccharids im Symplex. 

VII. Fir einige Proteine konnte die Art der bindenden Gruppe 
noch nicht bestimmt werden. Dazu gehéren das Myosin, Fibrin und 
teilweise das Seralbumin. Die Analyse des Myosins und vieler anderer 
untersuchter Proteine ist noch sehr unvollstaéndig. Der py-Bereich 
und die Menge von Tyrosin machen es wahrscheinlich, daB in diesem 
Protein die zwei Aminoséuren: Arginin (etwa 10°) und Tyrosin (etwa 
7%) bei der Entstehung der Symplexe beteiligt sind. 

VIII. Die erhaltenen Symplexe sind sicher keine salzartigen Ver- 
bindungen. Bei der durch Tyrosin bedingten Komplexbildung spielt 
der Phenolwasserstoff eine hervorragende Rolle. Das Phenylalanin 
gibt keine Symplexe mehr. Ganz anderer Art ist die Bindung von Arginin 
mit Polysacchariden. Die Untersuchung verschiedener Stoffe, wie 
Arginin, Guanidin, Kreatinin, Kreatin, Lysin, Histidin, Diphenyl- 
amin usw. ergab, daB die freie Amino- und Iminogruppe allein nicht 
geniigt, um den Komplex zu _ bilden, ebensowenig die Gruppe 

NH 
C=NH._ Es macht den Eindruck, als ob die NH,- oder N H-Gruppe 
He: n— 

| 
des Guanidins mit dreiwertigem N, also mit einsamen Elektronen- 
paaren, die Hauptrolle bei der Bindung spielt. Nur bei héherem pu, 
bei welchem ein Teil der Argininreste undissoziiert ist, entstehen ent- 
sprechende Komplexe. 

Das Problem der Beteiligung der Polysacccharidgruppen bei der 
Entstehung von Symplexen bleibt noch offen. 


IX. Auf Grund der bis jetzt erhaltenen Resultate schlagen wir 
folgende Klassifikation der Polysaccharoproteide vor: 

a) Rein komplexartige Symplex-Polysaccharoproteide. Nebenvalenz- 
artig verbunden, z. B. Serumglobulin—Amylose, Clupein—Dextrin. Sie 
kénnen vorlaufig in Tyrosin-verkettete und Arginin-verkettete ein- 
geteilt werden. 

b) Salzartige Verbindungen wie Ovalbumin—Glykogen. Dieser 
Typus ahnelt den Nucleinen. 
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c) Gemischter T ypus, z. B. Serumglobulin—Glykogen bei py 3 bis 4. 
In diesem Falle sind sowohl Nebenvalenzkrafte wie auch heteropolare 
Krafte beteiligt?. 
Experimenteller Teil. 
Folgende Fragen sollten geklart werden: 


1. Welche Proteine vermégen Polysaccharide zu binden ? 


2. Inwiefern hat die Art der Versuchsdurchfiihrung auf die Bindung 
einen EinfluB ? 
3. Welche Rolle spielt der Lipoidgehalt des Proteins bei der Bin- 


dung ? 
4. Welchen EinfluB hat die Amylosekonzentration auf die Bindung ? 


Methodik. 


Folgende Eiwei8kérper wurden verwendet: Fetthaltiges Casein (Merck), 
Casein entfettet (nach Hammarsten). Lactalbumin (in hiesigem Institut aus 
entrahmter Kuhmilch nach der Methode von John Sebelien erhalten) durch 
je dreitagige Dialyse gegen Leitungswasser und gegen destilliertes Wasser 
gereinigt und dann im Vakuum bei 35° getrocknet. Histon aus Ganseblut 
im Laboratorium bereitet. Edestin stammte von Roche oder Fdnkel. Be- 
sonders die Praparate von Roche waren sehr fettreich (bis 25%). In einigen 
Fallen wurde das Edestin nach Harden-Youny entfettet. Der Fettgehalt war 
dann geringer als 0,1. Globin wurde aus Pferdehamoglobin bereitet. 
Das Fibrin wurde auf gewohnliche Weise aus Pferdeblut erhalten. Gelatine 
Extra Coignet Pére et Fils‘. Die Amylose wurde durch zwolfstiindige 
Elektrodialyse einer 2,5°% igen Reisstarkelésung erhalten und dann _ bei 
pu 6,9 zu der gewiinschten Konzentration eingeengt. Das Dextrin wurde 
4 bis 5 Tage elektrodialysiert und war dann gianzlich frei von Phosphor und 
Stickstoff. 

Zu den Versuchen wurden I- bis 2% ige EiweiBlésungen verwendet. 
Das EiweiB wurde entweder zuerst durch Erhitzen bei Salzanwesenheit oder 
Anderung des px koaguliert und dann, in Wasser suspendiert, mit Amylose- 
oder ,Dextrinlésung vermischt, oder die Komponenten wurden als Sole zu- 
sammengegeben und dann das Eiweif gefallt. Bei Versuchen mit Edestin 
wurde das Protein direkt in der Polysaccharidlésung aufgelést. 

Bei den Adsorptionsversuchen wurde das System 15 Minuten mit der 
Amyloselésung stehengelassen, dann filtriert und im Filtrat die Polysaccha- 
ridkonzentration nach P/fliger bestimmt. Zugleich wurde die Konzentration 
der benutzten Polysaccharidlésung bestimmt. Die Differenz ergab die an 
das Eiwei8 gebundene Menge von Polysaccharid. In anderen Fallen wurde 
der Niederschlag analysiert. Das Protein wurde mit und ohne Polysaccharid- 
zusatz ausgefallt, abfiltriert, vier- bis sechsmal gut ausgewaschen (bis die 
Waschfliissigkeit frei von Polysaccharid war) und analysiert. Der Pro- 
teingehalt wurde aus der N-Bestimmung berechnet. 


1 Diese Klassifikation betrifft nur die experimentell erhaltenen Bin- 
dungen. AuBerdem existieren Verbindungen zwischen Kohlenhydraten und 
Proteinen, die durch Sérensen (5) und Grassmann (6) beschrieben wurden, 
deren Bindungsart aber noch unbekannt ist. 
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Ergebnisse. 
1. Lactalbumin. 


1. Lactalbumin wurde durch Erhitzen koaguliert, abfiltriert und zu 
der Suspension des Niederschlags Amyloselésung zugesetzt. pu 7,7. 50 cem 
Suspension + 50 cem Amyloselésung. 

2. 50 ccm hitzekoaguliertes EiweiB +- 50 cem Amylose + CaCl,, pu 7,7. 
3. 50cem 2%ige EiweiBlésung + 50 cem Amyloselésung. Nach dem 
Vermischen wurde das Eiweif unter Na,SO,-Zusatz durch Erhitzen 
koaguliert; pu = 4. 

4. 50cem Eiwei®lésung + 50cem Amyloselésung. Nach dem Ver- 
mischen bei px 8 durch Erhitzen koaguliert. 

5. 50cem EiweiBlésung + 50cem Amyloselésung. Das Lactalbumin 
wurde vor dem Vermischen durch Erhitzen in alkalischer Lésung teilweise 
denaturiert und nach dem Vermischen mit Amylose durch Anderung des pu 
ausgefallt. 


Tabelle IV. 








Salzzusatz und  Abnahme der po Salzzusatz und | Abnahme der 
Pu seine End- Amylose- Ver- PH seine End- Amylose- 
| konzentration konzentration suchs konzentration konzentration 


0 0 4 80 
0,25% CaCl, 0 5 | 60 
0,2% Nay SO, 0 


7 
7 
0 





Aus Tabelle IV ist zu ersehen, daB Lactalbumin unter den an- 
gewandten Versuchsbedingungen Amylose keinesfalls zu binden vermag. 


2. Casein. 


A. Einflu8 der Koagulationsart und des Fettgehalts. Alle Versuche 
wurden bei px 5,2 ausgefiihrt. 


Tabelle V. 





7 Abnahme der Die Amylose 7 Abnahme der Die Amylose 
Snot Amylose- bildet °/, des natn Amylose- bildet %/) des 
: ‘ konzentration Niederschlags : : konzentration Niederschlags 


0 0) 8 0 0 
36,3 °% 1,2 4 22,8 % 1,0 


1. Das nicht entfettete Casein wurde unter Zusatz von NaOH geldést, 
dann mit HCl ausgefallt, filtriert, in Wasser suspendiert und zu der Suspen- 
sion Amyloselésung zugesetzt. 50 cem Caseinsuspension + 50 cem Amylose- 
lésung. 

2. 50cem 2% ige Caseinlésung (nicht entfettet) mit 50 cem Amylose- 
lésung vermischt und durch Zusatz von HCl ausgefallt. 

3. 50cem Caseinsuspension (entfettet) + 50 cem Amyloselésung. 

4. 50cem Caseinlésung (entfettet) + 50cem Amyloselésung, dann 
Fallung mit HCI. 
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Wie aus Tabelle V ersichtlich, kommt bei Zusatz von Amylose- 
lésung zu koaguliertem Casein keine Bindung zustande. Wird dagegen 
Caseinlésung mit Amylose gemischt und dann ausgefallt, so wird ein 
Teil des Polysaccharids adsorbiert. Der Fettgehalt des Caseins spielt 
keine wesentliche Rolle bei der Bindung. 

B. Abhangigkeit der adsorbierten Amylosemenge von der Kon- 
zentration der Amylose. 


Alle Versuche wurden bei px 5,2 ausgefiihrt und die Amylosekonzentra- 
tion von Versuch zu Versuch geaéndert. Die Resultate sind in Tabelle VI 






































und Abb. 1 angegeben. 
Tabelle VI. Casein. 
Anfangs- Aras | Anfangs- Hai e 
konzen-  End-  Abnahme “wi J008 || Konzen-  End- | Abnahme AUf 100 8 
tration konzen- der adsor- | tration konzen- | der adsor- 
Nr. der tration Konzen-  pjerte | Nr. | der tration Konzen- _ pierte 
Amylose tration amylose || Amylose | tration Amylose 
mg pro | mg pro || mg pro mg pro 
100 ccm | 100cem 0/9 g | 100cem =: 100 cem 9/9 g 
és " — — ee a = —_ ———_—— = 
1 20,5 10,5 43,0 | 1,00 5 61,0 35,2 39,3 2,40 
2 33,0 21,0 36,3 | 1,20 6 62,5 39,0 37,5 2,35 
3 35,0 21,5 88,5 | 1,35 7 96,5 62,5 35,5 8,40 
4 38,5 22,5 41,5 | 1,60 8 112,5 75,2 81,1 3,50 
¥ 
% 
B > — 
§ 9 
&2 oe he ip 
S } 
2 bea | 
“7 a + + +t +——_—_}- 4 
0. 0 ® 3 0 50 6) Wmg/iocm’ 
Honzentration 
Abb. 1. 


Aus dem Verlauf der Kurve 1 ist ersichtlich, daB die Adsorption 
einem Sattigungswert zustrebt, der in unserem Falle bei 3,6 °% liegt. 


3. Histon aus Gdnseblutkérperchen. 


Das Histon wurde in 0,1 %iger H,SO, gelést, dazu Amyloselésung 
zugegeben, dann das Eiwei8 durch NH, gefallt. Ausfallung bei px 8,6. 


In wiederholten Versuchen konnte keine Bindung der Amylose 
festgestellt werden. Auch die Versuche mit Dextrinen geben ein 
negatives Resultat. 

1 g Histon wurde in 100 cem 15 %iger Dextrinlésung bei 0 bis — 2° in 
Lauge moéglichst aufgelést. Nach 1 bis 2 Stunden wurde auf px 9 gebracht, 
das anhaftende Dextrin durch gutes Auswaschen entfernt. Der Riickstand 
war frei von Polysaccharid. 
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4. Edestin. 


Mit Edestin wurden zwei Arten von Versuchen ausgefiihrt. In einer 
Serie wurde das in Lauge geléste Edestin mit Amylose gemischt und bei 
pu 7 ausgefallt. In der anderen Versuchsreihe wurde es in 15 °,iger Dextrin- 
losung bei pu 9,5 bis 10,0 bei einer Temperatur von 0 bis — 2° aufgelést und 
dann durch HCl-Zusatz bei px 7 oder CaCl,-Zusatz bei py 8 bis 9 ausgefallt. 
Auch bei px 3 bis 4 wurde das Edestin durch HCl aufgelést und dann durch 
Na, SO, ausgefallt. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert und griindlich 
mit Wasser gewaschen. Durch einen Vorversuch konnten wir uns davon 
iiberzeugen, daB das Dextrin durch CaCl,-Zusatz noch bei pu 10 bis 12 
nicht ausgefallt wird. 


Tabelle VII. Versuche mit Edestin!. 
Adsorptionsversuche. 





Abnahme | Abnahme 

ae der 2 a al der ~ 
i <onzen- . Zu- a onzen- F aeiati. Zu- 
Nr. PH tration der yn: ved sutze |N' |) Px | tration der oe satze 

Amylose e | Amylose ‘ 

| 

1 78 | 0,110 16,4 0 |3 90 | 0131 23,1 CaCl, 
2 91 | 0,124 240 CaCl] 4 65 | 0,131 0 0 





Niederschlagsanalyse mit 15° ,iger Dextrinlésung. 





Der Zusitze 
Nr. PH Edestin bildet ti des weniaebantie 
Niederschlags 5 
1 | 81 Edestin- Roche nicht entfettet 11,0 0 
2 8,1 f - zs 10,4 5% NaCl 
3 9,0 a bs “s 15,6 0,25 °,, CaCly 
4 4,0 m ® ie 2,1 0,5% NagSO,4 
5 8,2 Edestin- Roche entfettet nach Young 13,7 0 
6 95 | : sets 154 0,25 % CaCl, 
7 | 82 | Edestin-Roche 
| entfettet mit Ather im Soxhlet | 12,7 0 
8 , 82 | Edestin-Frinkel 
i | entfettet mit Ather im Soxhlet 13,1 0 


Die erhaltenen Resultate (Tabelle VII) beweisen, daB das Edestin 
zur Symplexbildung mit Polysacchariden beféhigt ist. Bei kleinen 
Amylosekonzentrationen ist diese Bindung gering. Je gréBer die Kon- 
zentration ist, desto gréBer ist die Menge der im Niederschlag gefundenen 
Amylose. Die Symplexe mit Edestin entstehen um so leichter, je héher 
das pu ist, bei dem die Bindung zustande kommt. Auch der Gehalt 
der Symplexe an Polysaccharid ist bei hGherem px gréBer. Die Svm- 
plexe sind durch Auswaschen bei héherem py nicht zerlegbar. 

1 Das native Edestin enthalt etwa 1,4 °, Polysaccharide. Ein Teil davon 
geht leicht in die Lésung iiber. 
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5. Globin. 

Das Globin wurde, in Lauge oder HCl gelést, mit Amylose gemischt 
und dann durch px-Anderung ausgefallt. Neben Bestimmung der Ab- 
nahme der Amylosekonzentration wurde auch die Niederschlagsanalyse 
ausgefiihrt. In keinem Falle konnte eine Bindung nachgewiesen werden. 


6. Gelatine. 

Mit diesem Protein ist es schwer, quantitative Untersuchungen 
auszufiihren, wegen der Schwierigkeit, die das Bereiten von guten 
Suspensionen und die Abtrennung des Proteins von dem Lésungsmittel 
bietet. Es wurden zwei Reihen von Versuchen ausgefiihrt. 1. Gequollene 
Gelatine (px 5) wurde mit gleichem Volumen Dextrinlésung iiber- 
schichtet und Toluol zugegeben. Nach drei- bis viertégigem Stehen 
wurde die Lésung untersucht. Die Konzentration des Dextrins in 
l0cem Lésung war gréBer als in der Kontrollprobe. Dies beruht 
darauf, daB das Dextrin viel langsamer in die Gallerte diffundiert als 
das Lésungsmittel. 2. In anderen Versuchen wurde das Gelatinesol 
durch Pikrinséure ausgefallt und danach die Pikrinséure vollstandig 
durch Auswaschen entfernt. Das entstandene Gel lést sich nicht in 
Wasser, Lauge (pu 9) und Séure (px 3). Das zugesetzte Dextrin reichert 
sich im Gel nur an, wenn die Lésung ein py 8 bis 10 besitzt. Das kann 
leicht durch Analyse des Gels nach gutem Auswaschen oder durch 
Jodprobe festgestellt werden. Bei kleinerem py konnte eine An- 
reicherung an Dextrin nicht nachgewiesen werden. Quantitativ ist es 
nicht méglich, die gebundene Menge des Dextrins zu bestimmen. Die 
im Gel anwesenden Polysaccharide sind zum Teil nicht gebunden, 
sondern nur gelost. 

7. Fibrin. 

Das in gewoéhnlicher Weise erhaltene Fibrin wurde mit Dextrin- 
lésung geschiittelt. Bei px 7 und darunter konnte keine Bindung nach- 
gewiesen werden. Bei héherem px quillt das Fibrin auf, was die Analyse 
erschwert. Wurde bei alkalischer Reaktion Dextrin zugesetzt, dann 
das System auf px 7 bis 8 gebracht und der Niederschlag gut aus- 
gewaschen, so enthielt er Polysaccharide. Die Analyse ist aber durch 
den Umstand erschwert, daB das native Fibrin auch Polysaccharide 
enthalt. 
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Zur Kenntnis der alkoholischen Girung 
in dem intakten Fermentsystem der Hefezelle und in 
desorganisierten Zymasesystemen. II. 
Von 
Ragnar Nilsson und Frithiof Alm. 
(Aus der Forschungsgemeinschaft fiir experimentelle Biologie der Uni- 
versitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 5. Juni 1936.) 
Mit 12 Abbildungen im Text. 


Vor kurzem haben wir tiber Garungsversuche mit Trockenunter- 
hefepraparaten mit ,,intaktem Fermentsystem‘: berichtet!. Diese 
Trockenhefepraparate zeichnen sich dadurch aus, daB sie mit groBer 
Geschwindigkeit den Zucker nach einer geradlinigen Garkurve voll- 
standig vergaren. Der Verlauf dieser Garkurve unterscheidet sich nicht 
im Prinzip von der Garkurve der frischen Unterhefe. An diesem System, 
das also den enzymatischen Verhaltnissen in dem organisierten Ferment- 
system der frischen Hefe ziemlich nahe kommen diirfte, haben wir 
damals den EinfluB von erhéhter Phosphatkonzentration und erhéhter 
Reaktionstemperatur studiert. Es zeigte sich dabei, daB durch diese 
Eingriffe der Garverlauf eine durchgreifende Verainderung erfahrt. Er 
nahert sich jetzt dem Garverlauf in den destruierten Zymasesystemen 
(z. B. in einem Mazerationssaft) insofern, als auf der Garkurve ein Knick 
auftritt, wodurch die Garung in eine rascher und eine langsamer _ ver- 
laufende Phase zerfallt. Im Gegensatz zu den Verhaltnissen in den 
destruierten Zymasesystemen ist aber in diesem Falle die Lage des 
Knickpunktes auf der Garkurve nicht von der in der Gaérmischung vor- 
handenen Phosphatmenge, sondern von der Zuckermenge bestimmt. Bei 
yarlierter Phosphatkonzentration tritt auf der Garkurve der Knick auf, 
wenn 50°, des zugegebenen Zuckers zu Kohlensdéure vergoren sind. 

In der vorliegenden Arbeit haben wir in das Ferment- bzw. Akti- 
vatorsystem der Hefe Eingriffe vorgenommen, um dann die so erhaltenen 
desorganisierten Zymasesysteme mit der von uns benutzten intakten 
Trockenhefe zu vergleichen, die also als eine Art Standard benutzt wird *. 
Die intakte Trockenhefe wollen wir (natiirlich mit Vorbehalt) als ein 

1 Nilsson u. Alm, diese Zeitschr. 286, 254, 1936. — 2 Wir haben uns 
auch darum bemiiht, unter den von uns studierten Hefepraparaten eine 
gewisse Standardisierung aufrecht zu erhalten, indem ihre Menge in den 
Reaktionsmischungen derart abgepaBt wurde, da die maximale Gar- 
geschwindigkeit in den zu vergleichenden Systemen von annéhernd der- 
selben GréSe war. 
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System betrachten, wo das organisierte Fermentsystem der lebenden 
Hefe noch intakt vorliegt, aber nunmehr sozusagen in einer bloBgelegten 
Form, wodurch es fiir chemische Eingriffe zuganglicher gemacht worden 
ist. Dies wird dadurch bewirkt, daB die in den Zellmembranen der 
lebenden Hefe vorhandenen Permeabilitétshinderungen durch das 
Trocknen und Einschrumpfen der Hefezellen beseitigt worden sind. 

Die Untersuchungsmethodik ist in dieser Arbeit hauptsachlich 
dieselbe wie in unserer I. Mitteilung gewesen. Demnach wurde dem 
Vergleich der verschiedenen Zymasesysteme deren Verhalten bei 
variierter Phosphatkonzentration in der Reaktionsmischung zugrunde- 
gelegt. 

Der Vergleich zwischen der frischen Hefe und der von uns benutzten 
Trockenhefe mit intaktem Fermentsystem wurde schon in der vorher- 
gehenden Arbeit gegeben. Wir beschaftigen uns jetzt mit dem Gar- 
verlauf der intakten Trockenhefe im Vergleich zu dem Garverlauf in den 
geschadigten Zymasesystemen: Apozymase, autolysierter Trockenhefe 
und Mazerationssaft. Weiter wird der Einflu8 der Autolyse auf das 
Fermentsystem der intakten Trockenhefe studiert. Bei der Garung in 
der intakten Trockenhefe wird jetzt auch die Toluolvergiftung untersucht. 
Das Aktivatorsystem der Zymase wird mit Ausgangspunkt von dem 
geradlinigen Garverlauf in der intakten Trockenhefe kritisch studiert. 

Beziiglich der technischen Ausfiihrung der Versuche, Analyse- 
methoden usw. verweisen wir auf unsere I. Mitteilung mit demselben 
Titel. Wie dort werden auch jetzt die Versuchsergebnisse nur in Form von 
Diagrammen mitgeteilt. 


Trockenhefe und Apozymase. 


Aus einer Trockenunterhefe kann bekanntlich durch Auswaschen mit 
Wasser die Co-Zymase entfernt werden. Unter Umstanden geht dabei 
auch zum Teil das in der Trockenhefe enthaltene Magnesium in Lésung 
(vgl. S. 385). Durch Zugabe dieser zwei Faktoren (sowie der fiir In- 
duktionsaufhebung notwendigen Menge Hexosediphosphorsaéure und 
eventuell Acetaldehyd) wird das Gaérungsvermégen des so erhaltenen 
an sich inaktiven Apozymasepraparates wiederhergestellt. Es fragt sich 
jetzt, ob sich in dieser Weise aus einer Trockenhefe mit intaktem 
Fermentsystem ein Apozymasepraparat gewinnen lat, welches nach 
Ergaénzung mit den obengenannten Faktoren den zugegebenen Zucker 
nach einer geradlinigen Garkurve vollstdandig vergart. 

Ein Apozymase-Dauerpraparat wurde aus einer Trockenhefe! mit 
geradlinigem Garverlauf in gewohnlicher Weise durch Auswaschen mit 

1 Die frische Unterhefe, die als Ausgangsmaterial diente, entstammt 
der hiesigen Hamburger Brauerei. 
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Wasser und nachfolgender Lufttrocknung dargestellt. Der EinfluB der 
Phosphatkonzentration auf den Garverlauf wurde studiert. Vergleichend 
wurde das Trockenhefepraparat, aus dem die Apozymase dargestellt 
worden war, studiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 1 wiedergegeben. 





Zu den Garungsproben A f ] 
bis E (Gesamtvolumen 2 ccm): | py 
200mg Trockenhefe H + 100 mg aan 
Glucose + 0,1 eem Zymophos- | 
phatlésung !. 

In den Proben A, B, C, D 
und E 0 bzw. 0,25, 0,50, 0,75 
und 1,00 cem Phosphatlésung 
(0.67 mol. py = 6,4). 





Zu den Garungsproben A’ 
bis E’ (Gesamtvolumen 2 ccm): 
200 mg Apozymase + 100 mg 
Glucose + 0,1 eem Zymophos- 
phatlésung + 0,25 mg Mg (als 
MgCl,) + 0,2 cem Co-Zymase?. 

In den Proben A’, B’, C’, 
D’ und E’ 0 bzw. 0,25, 0,50 0,75 
und 1,00 cem Phosphatlésung 
(0,67 mol. py = 6,4). 

Reaktionstemperatur 30°. 





na 


2 hy 





Der geradlinige Garver- 
lauf der Trockenhefe (Kurve4A ) 
erfahrt durch Phosphatzu- 
gabe eine durchgreifende Veraénderung. Bei sukzessiv gesteigerter 
Phosphatkonzentration tritt die in unserer friiheren Arbeit (I. c.) 
beschriebene Phosphathemmung immer mehr hervor, wodurch in der 
Mitte der Garkurve ein Knick auftritt. Einen ganz anderen EinfluB hat 
der Zusatz von Phosphat auf den Garverlauf der aus dieser Trockenhefe 
dargestellten Apozymase. Ein geradliniger Garverlauf bis zu_voll- 
standiger Umsetzung des Zuckers existiert hier nicht. Die Gar- 
geschwindigkeit ist zwar wahrend der ersten Garperiode von etwa der- 
selben GroBe wie bei der Trockenhefe, aber bald tritt auf der Garkurve 
ein Knick auf, wonach die Gargeschwindigkeit einen sehr niedrigen 
Betrag annimmt. Die Lage des Knickpunktes ist von der Phosphat- 
konzentration in der Reaktionsmischung abhangig und verschiebt sich 
bei Erhéhung der Phosphatkonzentration im Sinne der Hardenschen 


1 Etwa 5° ige Lésung von hexosediphosphorsaurem Na. Fiir Induk- 
tionsaufhebung wurde in der vorliegenden Arbeit diese Lésung durchweg 


verwendet. — ? Ein stark aktives durch Pb- und Hg-Fallungen gereinigtes 
Praparat. 
Biochemische Zeitschrift Band 286. ‘ 
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Gleichung. Der Knickpunkt liegt nie héher als etwa 50°, Umsetzung! 
des zugegebenen Zuckers entspricht. 

Die mit Co-Zymase und Magnesiumionen erganzte Apozymase ent- 
halt also nicht das vollstandige Zymasesystem. Oder wenn dies doch 
wirklich der Fall sein sollte, muB jedenfalls die Organisation der ver- 
schiedenen Teilfermente und Aktivatoren weitgehend gestért sein. Fiir 
die Gargeschwindigkeit waihrend der sogenannten Veresterungsperiode 
ist dies offenbar nicht von durchgreifender Bedeutung: dagegen fehlen 
die Bedingungen — die in der Trockenhefe vorhanden sind — fiir eine 
rasche Vergérung wahrend der zweiten Halfte des Garverlaufs. Hierfiir 
kOnnen nun verschiedene Ursachen verantwortlich sein. Erstens ist es 
durchaus méglich, daB bei dem Auswaschen der Tiockenhefe auBer der 
Co-Zymase noch weitere Aktivatoren in Lésung gehen, die fiir den gerad- 
linigen Garverlauf wihrend der zweiten Garungsphase, nicht aber fiir die 
rasche Vergarung wahrend der ,,Veresterungspericde‘ wesentlich sind. 
Zweitens kann wahrend des Auswaschens der Trockenhefe und der nach- 
folgenden Trocknung der erhaltenen Apozymase in derselben eine 
Destruktion von Faktoren stattfinden, die fiir die zweite Garungsphase 
wesentlich sind. Wenn die letzte Méglichkeit zutrifft, miissen diese 
Faktoren erheblich labiler sein als der Enzymkomplex, der die rasche 
Vergérung wahrend der ,,Veresterungsperiode‘‘ bewirkt. Wir wollen 
spater (S. 386) auf diese Frage noch weiter zuriickkommen. 

Zunachst wollen wir uns jetzt mit den Verhaltnissen in einigen 
anderen destruierten Zymasesystemen beschaftigen. 


Autolysierte Trockenhefe. 

Wie wir in einer friiheren Arbeit? hervorgehoben haben, sind die 
Kigenschaften eines Trockenhefepraparates in hohem Grade von dem 
Verfahren bei der Darstellung der Trockenhefe bedingt. Wenn das 
Trocknen der Hefe so schonend wie méglich vorgenommen wird, so daB 
wahrend des Trocknens keine nennenswerte Proteolyse stattfindet, wird 
ein Trockenhefepraparat erhalten, das durch seine geradlinige Garkurve 
charakterisiert ist. Wenn die Trocknungsdauer auf mehrere Tage aus- 
gedehnt wird, so daB sich in der Hefe wahrend dieser Zeit eine erhebliche 
autolytische Zersetzung abspielt, wird ein Trockenhefepraparat. er- 
halten, das in seinen enzymatischen Eigenschaften stark von dem friiheren 
Trockenhefepraparat abweicht. In der so dargestellten Trockenhefe 
liegt z. B. die Zymase in wasserléslicher Form vor (I. c.). Wir studieren 


1 Unter 50° Zuckerumsetzung wird wie in unserer friiheren Arbeit 
eine entwickelte CO,-Menge verstanden, die 50% der bei vollstandiger 
Vergirung des Zuckers méglichen CO,-Menge ausmacht. — ? Nilsson u. 
Alm, Zeitschr. f. physiol. Chem. 239, 179, 1936. 








ren 
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jetzt den EinfluB der Phosphatkonzentration auf den Garverlauf in 
zwei Trockenhefepraparaten dieser verschiedenen Typen (Abb. 2). 

Die zwei Trockenhefetypen wurden nach den friiher angegebenen 
Methoden aus derselben Lieferung einer aus der hiesigen Miinchener 
Brauerei bezogenen frischen Unterhefe dargestellt. 


——_—_—__— 


Zu jeder Géarungs- 





| 7, 
probe (Gesamtvolumen | | ee 
2eccm): 100mg Glucose = com | eee ee | 

0,1 cem Zymophos- a Pal D 
phatlésung. y, AOR 

In den Proben A, B, / oe ‘J 3 
Cc, D, E und F 200mg oe rs B- 
Trockenhefe M + 0 bzw. SE Pee pee id 
0,25, 0,50, 0,75, 1,00 und | i a 
2,00 cem Phosphatlésung | ig e™ ee 7 
0,67 mol. py = 6,4). ' 4, Re Oe 
( Ol. Pu ) ie fags ’ FI 50 

In den Proben A’, f aes 
B’, C’, D’ und E’ 200 mg L 
autolysierte Trockenhefe / 
- 0 bzw. 0,25, 0,50, 0,75 P 
und 1,00cem Phosphatlé- Wa 
sung (0,67 mol. pq = 6,4). Zt | 

x 

Reaktionstemperatur 
30°, 

Wie ersichtlich, ist 2 7 Sa4 © 





die autolysierteTrocken- Abb. 2. 
hefe gegeniiber Phos- 
phatzusatz viel empfindlicher als das unter schonender Behandlung er- 
haltene Trockenhefepraparat. Schon bei Zugabe einer verhaltnismabig 
kleinen Phosphatmenge, die den geradlinigen Garverlauf der intakten 
Trockenhefe nicht erheblich beeinfluBt, tritt auf der Garkurve der 
autolysierten Trockenhefe ein deutlicher Knick auf (vgl. z. B. Kurve C 
und C’). Wie bei der Apozymase existiert auch bei der autolysierten 
Trockenhefe bei keiner Phosphatkonzentration eine vollstandige Ver- 
garung des Zuckers nach einer geradlinigen Garkurve. Bis zu dem Knick- 
punkt verlauft aber die Garung mit einer ebenso groben Geschwindigkeit 
wie die Garung in der intakten Trockenhefe. Wenn kein Phosphat 
zugegeben wird, zeigt die Garkurve der autolysierten Trockenhefe einen 
héchst eigenartigen Verlauf (Kurve A’), den wir bei verschiedenen auto- 
lysierten Trockenhefepraparaten wiederholt beobachtet haben. 
Mazerationssaft. 

Aus der autolysierten Trockenhefe laBt sich ein stark garungs- 

aktiver Mazerationssaft gewinnen. Der EinfluB der Phosphatkonzen- 


2h* 


Glucose — > 
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tration auf den mit diesem Mazerationssaft erhaltenen Garverlauf geht 
aus Abb. 3 hervor. Zum Vergleich sind die entsprechenden Garkurven 
der intakten Trockenhefe eingezeichnet worden. 





[ ] Zu den Garungspro- 
| AJ"% ben A bis D (Gesamt- 
| SSS volumen 2 ccm): 200mg 
| | Trockenhefe M +- 100mg 
Glucose + 0,lceem Zymo- 
phosphatlésung. 

In den Proben A, B, 
C und D0 bzw. 0,25, 0,50 
und 1,00 cem Phosphat - 
losung (0,67mol. py = 6,4). 


Zu den  Garungs- 
proben A’ bis D’ (Ge- 
samtvolumen 2 cem): 
1 eem Mazerationssaft 
100mg Glucose + 0,1 cem 
Zymophosphatlésung. 


i 
S 
Glucose —~ 


In den Proben <A’, 
B’,C’ und D’ 0 bzw. 0,25, 
0,50 und 1,00 cem Phos- 
phatlésung (0,67 mol. 

2 3 say 2 Pu = 6,4). 
AbD. 8 Reaktionstemperatur 
30°. 














Die zwei Phasen der Garung kommen hier besonders schén zum 
Vorschein. In dem Mazerationssaft wird praktisch nur die Halfte des 
zugesetzten Zuckers zu Kohlenséure vergoren. Wahrend der _ ,,Ver- 
esterungsperiode* verlauft aber die Garung mit einer Geschwindigkeit, 
die der maximalen Gargeschwindigkeit der intakten Trockenhefe in 
keiher Weise nachsteht. Eine Erscheinung von besonderem Interesse, 
die wir bei den Mazerationssaftgarungen immer beobachtet haben, ist 
folgende: Bei suboptimalen Phosphatkonzentrationen (Phosphatmengen, 
die dem Zucker gegeniiber st6chiometrisch im UnterschuB sind), finden 
sich auf der Garkurve zwei Knicke (Kurve A’ und B’). Nach dem Ein- 
treten des ersten Knickes verlauft die Garung mit zwar erheblich herab- 
gesetzter, aber dennoch verhaltnismaBig groBer Geschwindigkeit, bis der 
zweite Knickpunkt erreicht wird. Hier sinkt die Gargeschwindigkeit 
noch weiter herab und ist nunmehr von derselben GréBe wie in den 
Reaktionsmischungen mit den gréBeren Phosphatkonzentrationen. 
Auffallenderweise tritt dieser zweite Knick bei einer entwickelten Menge 
Kohlensaure auf, die etwa der bei den gr6Beren Phosphatkonzentrationen 
beim Knickpunkt entwickelten Kohlenséuremenge entspricht, vermehrt 
um die in diesen Reaktionsmischungen zu derselben Zeit wahrend der 
zweiten Garperiode entwickelte Kohlensauremenge. Vorausgesetzt, dab 
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die Geschwindigkeit wahrend dieser letzten Garperiode gleich Null 
gesetzt werden kénnte, wiirde dies bedeuten, daB in diesem Falle der 
zweite Knickpunkt fiir samtliche Phosphatkonzentrationen bei gleichem 
Umsatz, namlich bei etwa 50°, Umsetzung des zugegebenen Zuckers, 


liegen sollte. 


Dieser zweite Knick in Géaransatzen mit niedrigen Phosphat- 
konzentrationen wurde bei Mazerationsséften verschiedener Darstellung 
immer beobachtet. Wir fiihren noch folgenden Versuch an (Abb. 4). 


Zu jeder Garungs- 
(Gesamtvolumen 
2cem): leem Mazera- 
tionssaft + 100 mg Glu- 
0,1 cem Zymophos- 
phatl6sung + 1 Tropfen 
2,5° ige Acetaldehydl6- 
sung. 

In den Proben A, B 
und C 0 bzw. 0,25 und 
0,50 cem Phosphatlésung 
(0,67 mol. py = 6,4). 


probe 


cose + 


Reaktionstemperatur 
30°. 
55 
: ss ah baa com 
Um die Verhalt- 


nisse bei diesem 50 
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. is i a 
zweiten Knickpunkt | / 
klarer hervortreten 4% af. - +B 
zu lassen, wurde bei / { ale 
konstantem Phos- #}—~—~+ t —+—- as = 
phatgehalt in der Re- | i 
aktionsmischung die —35}-- pt ot . 
Zuckerkonzentration rt 
variiert. Zum Ver- 4 3}— ys + 
gleich sind die ent- L Mf Bi 
7 SS 75008 
sprechenden Versu- © 25}—— see a 
. . a oo 
che mit intakter ra 
Trockenhefe einge- 20} - HAY 
zeichnet (Abb. 5). er 
rc oe ee —aa t 
Der zu diesem penworepenagesios -rpocoootoos 
Versuch benutzte Ma- oat 
zerationssaft enthalt * | 
pro leem 13,9mg 
P,O; (ausschlieBlich 5 we a | 
als Orthophosphat). 
Der Phosphatgehalt 
des Mazerationssaftes 0 7 2 3 5 6 Sf. 


wird bei der Berech- 


Abb. 5. 
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nung der in der Reaktionsmischung vorhandenen Phosphatmenge be- 
ricksichtigt. 

Zu jeder Garungsprobe (Gesamtvolumen 2ccm): 0,1 ccm Zymo- 
phosphatl6sung + 1 Tropfen 2,5 ° ige Acetaldehydlésung. 


In den Proben A, B und C 200 mg Trockenhefe H; in A’, B’ und C’ 
leem Mazerationssaft. 


In Probe A : 200 mg Glucose 


oy gg es, 3 + Phosphat aquivalent mit’ 100 mg Glucose 
» +» ©: 08, 9 + 9 9 » 100 ,, ” 
” ie t 200: ;, » Phosphatgehalt 13,9mg P.O, 

» HBT aOO:... 9 9 41,8 5, 5 

» “Os FOO .,, ”” 9 41,8 ,, ” 


Reaktionstemperatur 30°. 


Auf die Garung der intakten Trockenhefe tibt der Phosphatzusatz 
den Einflu8 aus, der aus unserer friiheren Arbeit! bekannt ist. Es findet 
also in diesem System eine vollstandige Vergérung der Glucose statt. Der 
Zusatz von Phosphat verursacht eine Hemmung der Gargeschwindigkeit, 
die sich jedoch hauptsachlich erst in der zweiten Halfte der Garkurve 
bemerkbar macht. Ganz anders sind die Verhaltnisse bei den Gaérungen 
mit Mazerationssaft. Unabhangig von der Zuckerkonzentration tritt hier 
auf der Garkurve ein Knick auf, dessen Lage von der in der Reaktions- 
mischung vorhandenen Phosphatmenge bestimmt wird. Bei einer Phos- 
phatmenge, die der Zuckermenge gegeniiber etwa aquivalent? ist, ist der 
Knick sehr scharf markiert. Nach dem Knickpunkt ist in diesem Falle 
die Gargeschwindigkeit minimal (Kurve C’). Wird aber bei derselben 
Phosphatmenge die zugegebene Zuckermenge auf das Zweifache ver- 
gréBert (Kurve B’), so tritt in dem Garverlauf eine bemerkenswerte 
Verschiedenheit auf. Zwar tritt auch in diesem Falle auf der Garkurve 
ein Knick auf, der bei etwa derselben Menge entwickelter Kohlensaéure 
liegt wie in Kurve C’. (Aus dem Phosphatgehalt der Reaktionsmischung 
berechnet sich nach Hardens Gleichung die Lage des Knickpunktes zu 
14.2 cem.) Nach dem Knickpunkt verlauft aber jetzt die Garung mit 
verhaltnismaBig groBer Geschwindigkeit, bis auf der Garkurve ein 
zweiter Knick auftritt. Nach dem zweiten Knickpunkt ist die Gar- 
geschwindigkeit auch in diesem Ansatz minimal. Von besonderem 
Interesse ist, daB die Lage dieses zweiten Knickpunktes etwa 50%, Um- 
setzung der zugegebenen Glucose entspricht. 


1 Nilsson u. Alm, diese Zeitschr. 286, 254, 1936. — * Wir verstehen 
hierunter, wie in unserer friiheren Arbeit, da8 die zugesetzte Phosphat- 
menge (auf PO{”’ bezogen) und die angegebene Zuckermenge in der Reak- 
tionsmischung in aquimolekularem Verhialtnis vorliegen. 
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e - Besonders sch6n kommt das verschiedenartige Verhalten det 
intakten Trockenhefe und des Mazerationssaftes in den bei 40° 
10- ausgefiihrten Garversuchen zum Vorschein (Abb. 6). 
CC’ Der zu diesem Ver- Wr mae ¢ 
cm >) 
such benutzte Mazera- ee BLD +mg 
tionssaft enthalt pro 7) | Sle © waged 145) 
leem 14,0mg P,O, (aus- ” 
on schlieBlich als Ortho- 
phosphat). Der Phos- 
phatgehalt des Mazera- ae 
tionssaftes wird bei der 90 ty } + ~—.(- B’ 
. ° ee SL ee 
Berechnung der inden Re- ; $3- =e 
aktionsmischungen — vor- ps | 1 as i 
handenen Phosphatmen- t ; } 
. . a 
ge beriicksichtigt. RS A & 
8 S 
20 S 
tz Zu jeder Géarungs- S 
et probe (Gesamtvolumen oa oe a 
| 2ecm): 0,leem Zymo- eee ee i 
er 3 ~ + ! | 50 
phosphatlésung + 1 Trop- 
It, fen 2,5 %ige Acetaldehyd- | 
ve lésung (in den Proben C 
wn und D jedoch kein Zymo- 
or phosphatzusatz). 
S- In den Proben A, B, lo 
S- C und D 200mg Trocken- 0 7 Z 3 ¥ 5 Oa 6 
or hefe H; in A’ B’, C’ und Abb. 6. 
le D’ | cem Mazerationssaft. 
on In Probe A: 100 mg Glucose + Phosphat aquivalent mit 100 mg Glucose 
r- is gn Ee OO =, - . ra - » 100 ,, ‘s 
‘. ~ 4 9 
te BS » Vi ey, Pe me és » 200 ,, $s 
1. a ~~ DD: 0 ,, be + em me ». 200 ~ 
y 
i ro » <A’: 100 ,, “ Phosphatgehalt 38,6 mg P,O, 
re » B’: 200 ,, - vi 38,6 ,, = 
e a <. . ‘i ) ee 
ua 9° °° D’: 300 ’° 9° 9° 79,6 9° 
it 
™ Reaktionstemperatur 40°. 
Bei der intakten Trockenhefe tritt, wie wir schon friiher gefunden 
” haben, innerhalb weiter Grenzen unabhangig von der Phosphatkonzen- 
“i tration auf der Garkurve ein Knick auf, wenn 50°, des Zuckers zu 
Kohlenséure vergoren sind (Kurve A, 6, C und D). 
Im Mazerationssaft (Kurve A’. B’, C’, D’) ist die Lage des ersten 
4 Knickes der Garkurve durch die Hardensche Gleichung festgelegt (aus 
4 dem Phosphatgehalt der Reaktionsmischungen berechnet sich nach 
Hardens Gleichung die Lage des ersten Knickpunktes in den Kurven A’, 
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B’, C’ und D’ zu 13,1 bzw. 13,1, 26,7! und 27,0 cem CO,). Nach dem 
Kintreten dieses ersten Knickes schreitet bei Uberschu8 von Zucker in 
der Reaktionsmischung die Garung mit herabgesetzter Geschwindigkeit 
fort, um noch weiter abzunehmen, etwa wenn der Punkt erreicht wird, 
wo der Zucker zu 50 °, zu Kohlensaure vergoren ist. Ein scharf markierter 
Knick kann diesmal in Anbetracht der verhaltnismaBig niedrigen Gar- 
geschwindigkeit wahrend der zweiten Garungsphase nicht erwartet 
werden (Kurve B’ und D’). 


Sinflu8 der Autolyse auf den Girverlauf der intakten Trockenhefe. 

Im vorhergehenden ist gezeigt worden, da eine wahrend der 
Darstellung eines Trockenhefepraparates stattfindende Autolyse eine 
groBe Phosphatempfind- 
mg lichkeit der Trockenhefe 
0 ~=yur Folge hat (Abb. 2, 
S. 377). Wie unten ge- 
zeigt werden soll, iibt 
auf das Fermentsystem 
einer intakten Trocken- 
hefe eine nachtragliche 
Autolyseeinen ahnlichen 
EinfluB aus (Abb. 7). 





8 
Glucose —= 


Eine Suspension von 
25g Trockenhefe in 75cem 
Wasser wurde bei 35° di- 
geriert. Nach 0 bzw. 2, 
4 und 26? Stunden wurde 
bei 30° die vollstandige 
Garkurve aufgenommen 
(Kurve <A,—A, sowie 
By—B,)). 


Sid. ¥ Zu jeder Garungs- 

Abb. 7. probe (Gesamtvolumen 

2ceem): leem Hefesus- 

pension + 100mg Glu- 

cose + 0,leem Zymophosphatlésung + 1 Tropfen 2,5° ige Acetaldehyd- 
losung. 

















In den Proben B, bis B, auBerdem 0,5 cem Phosphatlésung (0,67 mol. 
Pu = 6,4). 
Reaktionstemperatur 30°. 


1 Die Phosphatmenge ist in dieser Reaktionsmischung dem Zucker 
gegeniiber etwas im UberschuB. Die Lage des Knickpunktes wird somit 
aus der Zuckermenge berechnet. 2 4 Stunden bei 35° + 22 Stunden 
bei etwa 25°. 
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Durch die Vorbehandlung andert sich nach und nach der Charakter 
der Trockenhefe. Der geradlinige Garverlauf (ohne Phosphatzugabe) 
verschwindet und die Garkurve nimmt allmahlich den charakteristischen 
eigenartigen Verlauf der autolysierten Trockenhefe an (Kurve A,). Die 
Phosphatempfindlichkeit wird erhéht, so daB schon bei einer verhaltnis- 
maBig kleingn Phosphatzugabe auf der Garkurve ein deutlicher Knick 
hervortritt (Kurve B,). Bei geniigend langer Vorbehandlung (4 Stunden) 
geht die Zymase in Lésung. Hiertiber wurde schon in einer friiheren 
Arbeit! berichtet. 


4s 


Einwirkung von Toluol auf den Giarverlauf der intakten Trockenhefe. 
Es ist seit langem bekannt, daB durch Toluol die Garung der lebenden 
Hefe stark herabgesetzt wird, wahrend die Garung des Mazerations- 
saftes fast unbeeinfluBt bleibt. 





Der EinfluB von Toluol auf Ime 


den Garverlauf der von uns pan 
studierten intakten Trocken- 25 
hefe ist in Abb. 8 veran- 
schaulicht. 

Zu jeder Girungsprobe (Ge- 20 
samtvolumen 2 cem): 200 mg 
Trockenhefe H + 100mg Glu- 
cose + 0,1 cem Zymophosphat- 
losung. 

In den Proben A, B, C, D 
und E 0 bzw. 0,25, 0,50, 0,75 
und 1,00 cem Phosphatlésung 10 
(0,67 mol. py = 6,4). 

In den Proben A’, B’, C’, 

D’ und E’ 0,2 cem Toluol + 0 
bzw. 0,25, 0,50, 0,75 und 1,00cem $ 
Phosphatlésung (0,67 mol py 
= 6,4). 
Reaktionstemperatur 30°. 


1§ 


CO,— 
g 











Der Vergleich mit Abb. | 
zeigt, daB unter dem EinfluB 
des Toluols das Zymasesystem 
der Trockenhefe einen Charakter annimmt, der, soweit ersichtlich, 
sich mit dem der Apozymase vollkommen deckt. Wahrend der ersten 
Garungsphase ist bei geniigender Phosphatzufuhr die Gargeschwindig- 
keit kaum beeinfluBt. Nachdem etwa 50°, des vorhandenen Zuckers 
zu Kohlenséure vergoren ist, geht aber in saémtlichen Versuchen die 
Garung nur sehr langsam weiter. 





1 Nilsson u. Alm, Zeitschr. f. physiol. Chem. 239, 179, 1936. 


Glucose — 
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Bei der Beurteilung des Toluoleffektes ist es von Interesse, daB die 
Trockenhefe nach Behandlung mit Toluol und nachheriger Beseitigung 
des Toluo!s mit Alkohol und Ather an ihrer Garfahigkeit nichts verliert. 
Dies wurde von Myrbdck und Euler! schon 1929 festgestellt. In Uber- 
einstimmung hiermit finden wir, daB durch eine derartige Vorbehandlung 
der intakten Trockenhefe der Garverlauf nicht im geringsten verandert 
wird. Wird aber die Trockenhefe vor der Toluolbehandlung mit Wasser 
angefeuchtet, so wird ein Praéparat erhalten, das vollkommen inaktiv ist 
und sich auch nicht durch Zusaétze von Co-Zymase oder Hefekochsaft 
aktivieren laBt. Ein vdéllig inaktives Préparat wird ebenso erhalten, 
wenn die zuerst angefeuchtete Trockenhefe nur mit Alkohol und Ather 
extrahiert wird. Der Alkoholitherauszug besitzt (nach Beseitigung des 
Alkohols und Athers im Vakuum bei niedriger Temperatur) keine 
Aktivatoreigenschaften. Das Géarungsvermégen der  extrahierten 
Trockenhefe wird durch diesen Extrakt nicht wiederhergestellt. 
Ebensowenig wird dadurch, auch bei gleichzeitigem Zusatz von 
Co-Zymase, eine gewohnliche Apozymase aktiviert. 


Einflu8 von Réntgenbestrahlung auf den Garverlauf der intakten Trockenhefe. 


In Zusammenarbeit mit Prof. J. Runnstrém wurde festgestellt, daB 
auch eine sehr intensive Réntgenbestrahlung (bis 120000 r) auf das 
Fermentsystem der intakten Trockenhefe ohne EinfluB ist. 








Fe! Vergleich zwischen den opti- 

4. |g malen Géarkurven in  ver- 

eel oad schiedenen Zymasesystemen. 

7 sik | Zum Vergleich werden 

die unter optimalen Bedin- 

Ap gungen erhaltenen Gar- 

1. : ie | kurven in dasselbe 

| Pi att oe Diagramm eingetragen 
(Abb. 9). 


Zu jeder Garungsprobe 
(Gesamtvolumen 2 eem): 
100 mg Glucose + 0,1 cem 
Zymophosphatlésung. 

In Probe C auBerdem 
ein Tropfen 2,5 °ige Acetal- 
dehydlésung. 

In Probe A,: 200 mg 
Trockenhefe M 
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1 Myrbdck u. Euler, 
' : 2 3 Sta Zeitschr. f. physiol. Chem. 
Abb. 9. 183, 226, 1929. 
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In Probe A,: 200 mg Trockenhefe 2 + 1 ccm Phosphatlésung'. 


Be »  B: 200 ,, autolysierte Trockenhefe + 0,5 cem Phosphat- 
lésung. 
a P C : leem Mazerationssaft + 0,5 cem Phosphatlésung. 


— = D : 200mg Apozymase + 0,75 cem Phosphatlésung 
+ 0,2 cem Co-Zymase? + 0,25 mg Mg (als MgCl.) 

o »  E : 200mg Trockenhefe H + 0,75 cem Phosphatlésung 
+ 0,2ceem Toluol. 

Reaktionstemperatur 30°. 

Bis etwa 50°, Umsetzung des zugegebenen Zuckers verlaufen in 
allen Zymasesystemen die Garkurven geradlinig und mit etwa derselben 
Geschwindigkeit. Mit zunehmender Desorganisation des Zymase- 
systems tritt in der Mitte der Garkurve ein immer scharfer markierter 
Knick auf. Im Mazerationssaft findet eine praktisch nur 50 °,ige Ver- 
garung des Zuckers zu Kohlensiure statt (Kurve C). UberschuB von 
Phosphat in der Reaktionsmischung beeinfluBt den Garverlauf in dem in- 
takten Zymasesystem (Kurve 4,)derart, daB die Garkurve einen ahnlichen 
Verlauf annimmt wie in den destruierten Zymasesystemen (Kurve Ag). 


Enzyme und Aktivatoren des organisierten Zymasesystems. 

Bei Studien iiber die Aktivatoren der Zymase wird das Aktivierungs- 
vermégen des Aktivators gegeniiber einem Zymasesystem, wo der be- 
treffende Aktivator fehlt, festgestellt. Soll 
dieses Verfahren zu einer quantitativen Be- 
stimmungsmethode des Aktivators ausge- 
baut werden, muB man unter anderem dafiir 
Sorge tragen, daB simtliche Faktoren, die fiir 
die Wirksamkeit des zu priifenden Aktiva- 
tors von Belang sind, bei der Priifung in 
optimaler Menge zugegeben werden. Bei der 
Co-Zymasebestimmung muB so z. B. darauf | / 7 
geachtet werden, da Magnesiumionen in ge- os 
niigender Menge vorhanden sind. Wir finden 0 7 Sd 2 
namlich, daB der Magnesiumgehalt der in 
gewohnlicher Weise dargestellten Apozymase 
manchmal suboptimal ist (Abb. 10). 
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Abb. 10. 


Zu jeder Garungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 200 mg Apozymase 
+ 300mg _ Glucose* + 0,5cem Phosphatlésung (0,67 mol. py = 6,4) 
+ 0,5 cem Zymophosphatlésung + 0,5 eem Co-Zymase ?. 

In B 0,5 mg Mg (als MgCl,). 

Reaktionstemperatur 30°. 


1 0,67 mol. py = 6,4. — ? Ein stark aktives durch Pb- und Hg-Fal- 
lungen gereinigtes Praparat. — * In den Reaktionsmischungen kommt eine 
groBere Zuckerkonzentration zur Verwendung als gebrauchlich ist. Dies er- 
klart sich dadurch, daB dieser Versuch bei einer besonderen Versuchsanord- 
nung als Kontrolle diente. ‘ Das friiher benutzte Praparat. 
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Durch den Mg-Zusatz erhéht sich die maximale Gargeschwindigkeit 
von 4,4 auf 6,7 cem CO,/Stunde. Eine Differenz, die, wie man sieht, 
bei der Co-Zymaseaktivitétsbestimmung nicht zu vernachlassigen ist. 

Es muB jetzt in Betracht gezogen werden, daB bei den bisherigen 
Studien iiber die Aktivatoren der Zymase nur die Aktivierung wahrend 
der raschen Veresterungsperiode beriicksichtigt wurde. Es laBt sich nun 
sehr wohl denken, da’ fiir die rasche Vergérung wahrend der zweiten 
Gérungsphase auBer den schon bekannten Faktoren noch ein bisher 
Dieser Aktivator sollte sich 
dann in dem Waschwasser von der Apozymasedarstellung befinden. 
Wir haben deshalb vergleichende Aktivierungsversuche mit gereinigter 
Co-Zymase und mit wasserigen Ausziigen der intakten Trockenhefe an- 
gestellt. Als Apozymase wurden teils Apozymase-Dauerpraparate und 
teils frisch ausgewaschene Apozymaseprapaiate (alle aus intakter 
Trockenhefe dargestellt) verwendet. 

Bei Apozymase-Dauerpraparaten laBt sich in keiner Weise der 
geradlinige Garverlauf der intakten Trockenhefe regenerieren. Auch 
nach Zugabe von Wasserextrakt aus einer intakten Trockenhefe oder von 
Hefekochsaft wird nur etwa 50°, des Zuckers mit groBer Geschwindig- 


unbekar 


wnter Aktivator erforderlich ist. 


. 


keit vergoren. Nach der Kenntnis, die wir jetzt von der Einwirkung 
gelinder Autolyse auf das vollstandige Zymasesystem besitzen, ist dies 
wohl dadurch zu erklaren, daB im Apozymasepraparat wahrend des 
Trocknens ahnliche Destruktionen stattfinden, wie in der langsam ge- 


















trockneten Hefe (vgl. 
20 -— F S. 376). 
ccm | oi 
wa Indessen _ besteht 
See ‘ a 
| od ap zwischen der Aktivie- 
15} a ——— \mg rung eines Apozymase- 
| ee —-4 Sree, 150 “pra ; einer 
” LP a x , Dauerpraparats — einer- 
Sai 3 . . +s ‘ 
4 ra Yer iofio Agal | | seits mit gereinigter Co- 
| 10 ff. Stas 8 Zvmase 1 anderer 
oy gr Slat i | 8 4 mase unc anaerer- 
/ . RS P ‘ 
a a a a vA &S  seits mit Hefeextrakt 
‘f 7 eine Differenz, die njcht 
7 . 
2 f ohne weiteres durch den 
/ 
) J ? A, Gehalt des Hefeextrakts 
/ Va ee ee 
em an Phosphat oder Mag- 
0 7 2 3 Say? nesium zu erklaren ist. 
Wir geben folgenden 
Abb. 11. & aA g 2 
charakteristischen Ver- 
such an (Abb. 11): 
Zu jeder Garungsprobe (Gesamtvolumen 2 cem): 200 mg Apozymase 
100 mg Glucose + 0,1 cem Zymophosphatlésung + 0,25 mg Mg (als 
MgCl.) + 0,2 cem Co-Zymase!. 





1 Das friiher benutzte Praparat. 
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In den Proben Ay, Ay, Ay, A, und A, 0 baw. 0,25, 0,50, 0,75 und 1,00 cem 
Phosphatlésung (0,67 mol. py = 6,4). 

In den Proben B, C, D, E und F 0,25 cem Phosphatlésung. 

AuBerdem noch: 

Zu Probe B : 0,25 mg Mg (als MgCl,). 


» » ©: 0,2 cem Co-Zymase. 
ss » D: 0,25 mg Mg + 0,2 cem Co-Zymase. 


a: » FE: leem Hefeextrakt!. 

ee » F: Leem gekochter Hefeextrakt. 

Die Garungsaktivierung mit geteinigter Co-Zymase und mit Hefe- 
extrakt bzw. erhitztem Hefeextrakt geht aus den Kurven 4,, £ und F 
hervor. Zusatz von Hefeextrakt ruft eine Aktivierung hervor, die nicht 
durch weitere Zusatze von Co-Zymase oder Mg zu der mit gereinigter 
Co-Zymase aktivierten Apozymase erhalten werden kann (Kurve B, 
C und D). Ebensowenig bewirkt ein weiterer Phosphatzusatz eine Akti- 
vierung desselben Charakters wie die Aktivierung mit Hefeextrakt. Diese 
Befunde machen nun allerdings die Annahme keineswegs berechtigt, daB 
in dem Hefeextrakt irgendein besonderer Gaérungsaktivator vorhanden 
ist. Méglich ist sogar, daB sich die Differenz zwischen den Aktivierungen 
mit gereinigter Co-Zymase und mit Hefeextrakt dadurch erklaren laBt, 
daB der Hefeextrakt 
induktionsaufhebende da 
Stoffe enthalt. 








100 

Wenn sich also bei 
den Apozymase-Dauer- 
praparaten der fiir die 
intakte Trockenhefe 
charakteristische gerad- 
linige Garverlauf iiber- 
haupt nicht verwirk- 
lichen la8t, gelingt es 
bei rasch dargestellten 


LOp—= 
S 


Glucose —e 


Apozymasepraparaten, 

die ohne vorhergehende 
Trocknung sofort gepriift 
werden, den normalen 
Garverlauf weitgehend 
wiederherzustellen. Der 
folgende Versuch _ ist 
typisch (Abb. 12). 
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Abb. 12. 


1 Der Hefeextrakt wurde aus der Trockenhefe H durch */,stiindiges 
Schiitteln mit der dreifachen Menge Leitungswasser und Zentrifugieren 
dargestellt. 
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Aus 5g intakter Trockenhefe wurde durch mdéglichst schnelles Aus- 
waschen (Dauer 20 Minuten) mit Eiswasser ein Apozymasepraparat dar- 
gestellt. Die Apozymasesuspension (Volumen 21 cem) wurde sofort gepriift. 

Der Hefeextrakt wurde durch !/,stiindiges Schiitteln desselben Trocken - 
hefepraparates mit der dreifachen Menge Wasser und Zentrifugieren dar- 
gestellt. 1 cem Hefeextrakt enthalt (nach Verbrennung) 10,7 mg P,O;, eine 
Phosphatmenge also, die auf den geradlinigen Garverlauf der intakten 
Trockenhefe kaum stérend einwirkt. 

Zu jeder Garungsprobe (Gesamtvolumen 2,85 cem): 1 cem Apozymase- 
suspension + 100 mg Glucose + 0,1 cem Zymophosphatlésung + 1 Tropfen 
2,5 °oige Acetaldehydlésung. 

In Probe A 0,5 mg Mg (als MgCl,) + 0,25 cem Phosphatlésung (1 cem 
aquivalent mit 100mg Glucose). 


In Probe B: leem Hefeextrakt. 
C: 1,50 cem Hefeextrakt. 


‘ D: 0,5ceem Co-Zymase! + 0,5mg Mg — 0,25cem Phosphat- 
lésung. 

» as E: 0,75 eem Co-Zymase + 0,5mg Mg + 0,25 ecm Phosphat- 
lésung. 


Gleichzeitig wurde das Trockenhefepraparat gepriift : 
In Probe F: (Gesamtvolumen 2,85 ccm): 250 mg Trockenhefe + 100 mg 


Glucose + 0,4 cem Zymophosphatlésung + 1 Tropfen 2,5°%ige Acet- 
aldehydlésung. 


Offenbar muB aber die Organisation des intakten Fermentsystems 
ziemlich empfindlich sein. Schon die hier unter besonderen Kautelen 
vorgenommene Aufteilung bewirkt eine (allerdings nicht erhebliche) 
Stérung des normalen Garverlaufs. Durch den hier mitgeteilten Versuch 
werden kaum Anhaltspunkte dafiir gegeben, daB fiir die vollstandige 
Vergarung des Zuckers nach einer geradlinigen Garkurve ein bisher un- 
bekannter Aktivator erforderlich ist. Zwar wirkt in diesem System Hefe- 
extrakt giinstiger als die gereinigte Co-Zymase. Wie bei den Versuchen 
mit’ Apozymase-Dauerprapataten ist es aber méglich, daB der bessere 
Aktivierungseffekt der Hefeextrakte auf eine induktionsaufhebende 
Wirkung zuriickzufiihren ist. Vielleicht ist auch mit einer Schutzwirkung 
des Hefeextrakts auf die labile Komponente der Apozymase zu rechnen. 
Demgegeniiber stehen jedoch einige Beobachtungen bei Apozymase- 
praparaten, die unter weniger schonender Behandlung dargestellt werden 
(keine Eiskiihlung wahrend der Auswaschung und langere Dauer bei der 
Bereitung des Apozymasepraparates). Wir haben bei solchen Apo- 
zymasepraéparaten manchmal festgestellt, daB nach Zusatz von Hefe- 
extrakt eine vollstandige, wenn auch wahrend der letzten Periode ziem- 
lich langsame Vergirung des Zuckers zustande kommt, wahrend die 
gereinigte Co-Zymase nur die erste Halfte der Garkurve aktiviert. Die 


1 Das friiher benutzte Praparat. 
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Verhaltnisse sind jedoch hier so unduichsichtig, daB eine theoretische 
Behandlung der experimentellen Ergebnisse noch nicht angebracht 
erscheint!. 

Diskussion. 


Bei der theoretischen Behandlung des vorliegenden Versuchs- 
materials kniipfen wir direkt an die Diskussion unserer I. Mitteilung? an, 
die hier als bekannt vorausgesetzt wird. Es wurde dort gezeigt, daB der 
geradlinige Garverlauf der ,intakten Trockenunterhefe’ nicht dadurch 
bedingt sein kann, daB die nach der Hardenschen Gleichung entstandene 
Hexosediphosphorsaure in diesem System mit groBer Geschwindigkeit 
vergoren wird. Es wurde ferner gezeigt, daB unter dem EinfluB von zu- 
gesetztem anorganischem Phosphat und besonders bei erhéhter Re- 
aktionstemperatur auf der Garkurve ein Knick auftritt, welcher nicht 
nur bei UberschuB, sondern auch bei Unterschu8B von Phosphat in der 
Garungsmischung bei 50°, Umsetzung des zugegebenen Zuckers liegt. 
Die Garung zerfallt also in eine rascher und eine langsamer verlaufende 
Phase. Dies erinnert also an die Verhaltnisse in den desorganisierten 
Zymasesystemen, wo die Lage des Knickpunktes auf der Garkurve 
jedoch von der in der Reaktionsmischung vorhandenen Phosphatmenge 
bestimmt ist. 


Wir finden, daB eine Trockenhefe, die bei der Darstellung infolge 
langsamen Trocknens einer autolytischen Zersetzung ausgesetzt worden 
ist, die Eigenschaft der intakten Trockenhefe entbehrt, den Zucker nach 
einer geradlinigen Garkurve vollstandig zu vergiren. Verglichen mit 
der intakten Trockenhefe ist ein derartiges Trockenhefepraparat auBer- 
ordentlich phosphatempfindlich. Schon eine geringe Zugabe von an- 
organischem Phosphat bewirkt das Auftreten eines scharf markierten 
Knickes auf der Garkurve (Abb. 2, 8S. 377). Ebenso sind die Verhaltnisse, 
wenn eine intakte Trockenhefe nachtraglich autolysiert wird (Abb. 7, 
S. 382). Am gréBten ist die Abweichung von dem intakten Ferment- 
system in den Mazerationssaften (Abb. 3, S. 378). Gemeinsam fiir die in 
dieser Weise destruierten Zymasesysteme ist, daB von der Destruktion 
die Gargeschwindigkeit nur wahrend der letzten Phase der Garung be- 
troffen wird. Wahrend der ersten Garungsphase wird dagegen eine Gar- 
geschwindigkeit erhalten, die von derselben GréBe ist wie in der intakten 
Trockenhefe. 


1 Das Trockenhefepraparat, das in dem letzten Versuch benutzt wurde, 
besitzt eine nicht unbedeutende Selbstgiérung (4,0 eem CO,/200 mg Trocken- 
hefe). In allen sonstigen Versuchen ist die Selbstgarung der benutzten 
Hefepriparate so klein gewesen, dai sie bei der Beurteilung der Versuchs- 
ergebnisse vernachlassigt werden kann. 2 Nilsson u. Alm, diese Zeitschr. 
286, 254, 1936. 
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Von besonderem Interesse ist, daB bei PhosphatunterschuB in der 
eaktionsmischung die Garkurven der Mazerationssafte zwei Knicke 
aufzeigen (Abb.3, 4, 5 und 6, 8.378, 379 und 381). Die Lage des ersten 
Knickpunktes ist von der Phosphatmenge der Reaktionsmischung bedingt . 
Der zweite Knick liegt dagegen in der Nahe von 50°, Umsetzung des 
Zuckers (vgl. 8.379). Besonders klar tritt diese Erscheinung zutage, 
wenn bei konstantem Phosphatgehalt der Reaktionsmischung die Zucker- 
menge variiert wird (Abb. 5 und 6, 8. 379 und 381). Dasselbe Phanomen 
kann bei der Garung der autolysierten Trockenhefe (Abb. 2, Kurve B’, 
S.377) und unter geeigneter Versuchsanordnung wahrscheinlich auch 
bei den Apozymasegarungen beobachtet werden. 

Dies erinnert sehr an die Verhaltnisse bei der Gaérung mit intakter 
Trockenhefe bei 40°, die in unserer vorigen Arbeit eingehend studiert 
wurde (vgl. auch 8.381). Von der dort erérterten Anschauung aus- 
gehend miissen wir den destruierten Zymasesystemen offenbar die 
Fahigkeit absprechen, die aus dem intermediaéren Triosephosphat ent- 
stehende Triose mit groBer Geschwindigkeit zu vergaéren. Der zweite 
Knick der Garkurve in den destruierten Zymasesystemen wird somit in 
analoger Weise erklart wie in der intakten Trockenhefe der bei 40° nach 
50 °%,iger Umsetzung auftretende Knick. Was den ersten Knick der 
Garkurve betrifft, wollen wir zur Erklarung die erhéhte Phosphat- 
empfindlichkeit der autolysierten Systeme heranziehen. Dies deutet 
darauf hin, daB in derartigen Trockenhefepraparaten das dephospho- 
rylierende Fermentsystem abgeschwacht worden ist. Bei Zucker- 
iiberschuB muB deshalb die Garkurve abbiegen, wenn das in der Re- 
aktionsmischung vorhandene Phosphat verestert worden ist. Jedoch ist 
die Gargeschwindigkeit nach diesem ersten Knick bei Zuckeriiberschu’ 
erheblich gréBer als in den Versuchen, wo zu der Reaktionsmischung 
Zucker und Phosphat in aquivalenten Mengen zugegeben worden sind. 
Es wird hierdurch nicht unwahrscheinlich, daB bei ZuckeriiberschuB die 
Dephosphorylierung durch eine Umesterung zustande kommt. Ob dabei 
das intermediare Triosephosphat oder dessen Kondensationsprodukt die 
Hexosediphosphorsaure als Phosphatdonator funktioniert, entzieht sich 
unserer Beurteilung. Phosphatbilanzversuche sind hier notwendig. 

Ein besonderes Interesse beansprucht die Garung der mit gereinigter 
Co-Zymase erganzten Apozymase. Es ware hier nicht ausgeschlossen, 
da bei der Darstellung der Apozymase aus einer intakten Trockenhefe 
Faktoren extrahiert werden, die fiir die rasche Vergérung wahrend der 
zweiten Garungsphase notwendig sind. Einen sicheren Anhaltspunkt 
fiir die Existenz eines solchen Faktors haben wir bis jetzt nicht erhalten. 
cs hat sich gezeigt, daB bei Apozymasepraparaten, die unter besonders 
schonenden Bedingungen erhalten worden sind, und sofort gepriift 
werden, nach Zugabe von Hefeextrakt der normale Garverlauf ziemlich 
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weitgehend wiederhergestellt werden kann (Abb. 12, 8S. 387). Wird aber 
vor der Priifung das Apozymasepraparat zuerst in gew6hnlicher Weise 
an der Luft getrocknet, dann wird auch nach Zugabe von Hefeextrakt 
nur die Halfte des Zuckers mit groBer Geschwindigkeit vergoren (Abb. 11, 
S. 386). Offenbar treten wahrend des Trocknens im Fermentsystem der 
Apozymase ahnliche Destruktionen ein wie bei dem langsamen Trocknen 
der frischen Hefe (Abb. 2, 8.377). 

Vergleichende Garversuche an Glycerinaldehydphosphorséure (so- 
wie Dioxyacetonphosphorséure) in der intakten Trockenhefe und in 
desorganisierten Zymasesystemen stehen noch aus. Aus den bisher in 
Mazerationssaft ausgefiihrten Versuchen! erhalten wir keine vollstanadige 
Kenntnis der Gargeschwindigkeit der Glycerinaldehydphosphorsaure in 
diesem desorganisierten Zymasesystem. Die Enzymmenge ist namlich in 
diesen Versuchen der Substratmenge? gegeniiber so groB gewahlt worden, 
daB auch fiir die Glucosevergaérung eine geradlinige Garkurve ohne Knick 
erhalten wird. 

Diese Arbeit ist die IV. Mitteilung aus der von Prof. J. Runnstrém 
gegriindeten Forschungsgemeinschaft fiir experimentelle Biologie, welche 
von der Rockefeller Foundation unterstiitzt wird. Herrn Prof. J. Runn- 


strom danken wir auch hier bestens fiir seine wohlwollende Férderung 
unserer Arbeit. 


1 Smythe u. Gerischer, diese Zeitschr. 260, 414, 1933. — ? Die Sub- 
stratmenge betrigt nur rund 1°, der von uns benutzten. 
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Chemotherapie trypanosomeninfizierter Tiere 
durch Blockierung des Kohlenhydratstoffwechsels der Parasiten 
mit Halogenessigsauren. 


Von 


NX. von Janesé und H. von Janesé. 


(Aus der Chemotherapeutischen Abteilung des Pharmakologischen Instituts 


der kgl. Ungar. Franz Joseph-Universitat in Szeged.) 


(Eimgegangen am 5. Juni 1956.) 


Chemotherapeutica sind spezifische Gifte, die imstande sind, 
die Krankheitserreger im Innern des Menschen- oder Tierkérpers zu 
vergiften, ohne dabei den Wirtsorganismus selbst zu schadigen. Es ist 
ohne weiteres klar, daB das eigentliche Ziel der theoretischen Chemo- 
therapie die Aufdeckung der biochemischen Grundlagen der parasito- 
tropen Giftwirkung ist. Unsere eigenen chemotherapeutischen For- 
schungen der letzten Zeit [.N.und H.v.Janeso (1) (2) (3)] waren von der Idee 
getragen, einen AnschluB an die moderne Biochemie des Zellstoff- 
wechsels zu finden. 


An Hand unserer an Trypanosomen durchgefiihrten Untersuchungen 
haben wir schon friih erkannt, daB ,,zwischen dem Kohlenhydratstoffwechsel 
der Trypanosomen und ihrer chemotherapeutischen BeeinfluBbarkeit 
charakteristische Beziehungen bestehen*’ [N.u. H. v. Janeso (2)|. Aus den 
Experimenten ging immer klarer hervor, da die Chemotherapie dieser 
Erreger meist eine wirksame Schadigung ihres Kohlenhydratstoffwechsels 
bedeutet. Dies erklarten wir uns damit, daB die Kohlenhydrate im Stoff- 
wechsel der Trypanosomen (und wohl auch der Spirochaten) eine ganz domi- 
nierende Rolle einnehmen; die Erreger veratmen bzw. vergaren auberordent - 
lich groBe Kohlenhydratmengen, da vor allem der Energiebedarf ihrer lebhafte 
Bewegungen durch den Blutzucker gedeckt wird, so da} die Bewegungen 
in vitro nach Verbrauch des Blutzuckers aufhéren (A. Schern) und in vivo 
durch die bei der Erkrankung auftretenden starken terminalen Hypo- 
glvkamien erheblich verlangsamt und durch Glucoseeinspritzung noch 
lebhafter gemacht werden [N.u. H. v. Janeso (4)|.. Auf Grund der Versuche 
von B.v. Issekutz (5) und ausgedehnter eigener Untersuchungen haben 
wir die Ansicht vertreten, das Germanin ein spezifisches Hemmungsgift 
fiir den Zuckerstoffwechsel der Flagellaten darstellt (2). FuBend auf dieser 
Feststellung gelang uns die Entdeckung, daB trypanosomeninfizierte Tiere 
durch Guanidinverbindungen (Synthalin) geheilt werden kénnen (3); wir haben 
naimlich diese Verbindungen aus der Erwaigung heraus ausprobiert, dal 
vielleicht umgekehrt Substanzen, die auf den Kohlenhydratstoffwechsel 
der Zelle wirken, germaninahnlich, d. h. chemotherapeutisch wirken kénnten. 


Nun gelang es uns ein zweites Mal, auf Grund biochemischer Er- 
wagungen chemotherapeutisch wirksame Verbindungen zu _ finden. 
Diesem Befund kommt besondere Bedeutung zu, weil es sich hier um 
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die Monojod- und Monobromessigsdure handelt, deren hochinteressante 
Wirkungen auf den Kohlenhydratstoffwechsel den Biochemikern wohl- 
bekannt sind. In einer demnachst erscheinenden umfangreicheren 
Arbeit werden wir den Nachweis erbringen, dab die trvpanozide Wirkung 
der dreiwertigen Arsen- und Antimonverbindungen durch verschiedene 
reversibel hydrierbare Substanzen, sowie durch Bluthdmin aufgehoben 
wird und daB diese Interferenzwirkung vom Redoxpotential abhangt 
(V. und H. +. Janesé (1)}. Diese Ergebnisse haben uns in unserer Ver- 
mutung bestarkt, dab die chemotherapeutisch wirksamen Metalloide 
primar am Atmungs- oder Gaérungssystem angreifen, und veranlabten 
uns, Versuche mit spezifischen Atmungs- bzw. Garungsgiften, darunter 
Halogenessigséuren, anzustellen. 

Es stellte sich heraus, daf bei mit verschiedenen normalen und 
arzneifesten T'rypanosomenstammen infizierten Mausen Monobrom- 
oder Monojodessigséure eine ausgesprochen chemotherapeutische Wir- 
kung besitzen. Nach subcutaner oder intraperitonealer Verabreichung 
wirksamer Dosen in physiologischer Kochsalzlésung werden binnen 
30 bis 60 Minuten die Bewegungen der Flagellaten immer langsamer; 
oft kann man massenhaft unbewegliche Erreger beobachten. Innerhalb 
3 bis 4 Stunden verschwinden dann alle Erreger aus der Blutbahn; 
selbst Tiere mit + -+-+-Infektion konnen noch abgeheilt werden, aber 
nur mit Dosen, die in den folgenden Tagen den Tod der Versuchstiere 
herbeifiihren. Bei mit Spirochaeta Obermeieri infizierten Mausen konnte 
ebenfalls die charakteristische Verlangsamung bzw. Stillstand der Be- 
wegungen und Verschwinden der Erreger aus der Blutbahn konstatiert 
werden, aber nur bei stark toxischen Dosen. 





Dn , 

S oe Blut- me . Pye Nach . 
k Infektion Satend Behandlung SStd. op geq. 48 Std. 
1 Infektionskontrolle + +4 7 
2 | Nagana + Monobromessigsiure | 0 0 7 
3 . Prowazek“ : intraperitoneal, 0 0 0 

| 0,6 %ige Lésung, | 

4 +++ )0,01lceem prolgGewicht' 1;., 0 M00 
5 | ++ Infektionskontrolle - t+4 y 

" Trypaflavinfester 

6 vt Stamm ++ | Monobromessigsiure, | 0 0 0 
7 | grees a Dosis wie oben lL 0 0 0 
8 | Tr. brucei gefestigt Infektionskontrolle +t +++ 

9 gegen organische Arseni- a ee ey 0 0 0 

| calien, arsenige Siure “ yromessigsaure, 

10 und Germanin +++] Dosis wie oben {1 10 «| (O 


Die theoretische Bedeutung des Befundes liegt darin, dap wir zum 
erstenmal eine chemotherapeutisch wirksame Substanz vor uns haben, 
deren Angriffspunkt und Wirkungsweise wir biochemisch genau definieren 
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kinnen. Wie wir seit den grundlegenden Untersuchungen Lundsgaard s 
wissen, ist die Monobrom- bzw. Monojodessigsiure ein spezifisches Gift 
fiir Milchsduregdrung tierischer Zellen; in kurzer Zeit wird wohl auch ihre 
Wirkungsweise ganz genau klargestellt sein. Nach neuesten Unter- 
suchungen [Haarmann, Gronau (Lit. bei H. Freund (6)] soll ihre Haupt- 
wirkung darin bestehen, daB die Spaltung der Hexosen zu Triosen 
gestort wird. 

Bemerkenswert ist, daB die Chemotherapie mit dem Géarungsgift 
gerade bei den lebhaft atmenden Trypanosomen verwirklicht werden 
konnte. Bei Korperzellen wird die Atmung mit Halogenessigsdéuren 
dann aufgehoben, wenn der Stoffwechsel ein fast reiner Kohlenhydrat- 
stoffwechsel ist [Arebs (7)]; auch bei Trypanosomen ist anscheinend 
die Milchsaurebildung aus Glucose die Vorbedingung fiir die Verbrennung 
der Glucose. 

Wenn wir dem mitgeteilten Befund eine besondere prinzipielle 
Bedeutung beimessen, denken wir hierbei nicht etwa an zukiinftige 
praktische Erfolge mit Halogenessigséuren, sondern nur an den da- 
durch in der Theorie der chemotherapeutischen Wirkung erzielten Fort- 
schritt; unseres Wissens ist némlich auBer diesem kein konkreter Fall 
bekannt, daB Angriffspunkt und Wirkungsmechanismus eines chemo- 
therapeutischen Wirkstoffes im Parasiten klar erkannt worden ware. 
Es wurde allerdings in der Chemotherapie gelegentlich versucht, die 
Wirkungsweise eines atiotrop heilwirksamen Mittels stoffwechsel- 
chemisch zu erfassen, doch konnten die verschiedenen Annahmen nicht 
exakt bewiesen werden. 

Um den seit Hhrlich erzielten Fortschritt zu charakterisieren, geniigt 
vielleicht ein Hinweis auf seine Chemozeptorentheorie der atiotropen Heil- 
wirkungen. Ehrlich setzte die Existenz ,,wirklicher praformierter Bildungen** 
sog. Chemozeptoren in der Parasitenzelle voraus, die die Chemotherapeutica 
durch ,,einfache oder mehrfache Verankerung*: binden sollten. So soll 
beispielsweise die Wirkung des Salvarsans dadurch zustande kommen, 
daB die Verankerung des Ortho-Amidophenolrestes der ,,haptophoren 
Gruppe“ die ,,toxophore Gruppe“, d.h. das Arsen, primar an die Zelle 
heranbringt, so daB eine chemische Verbindung zwischen Arsenrest und 
»Arsenozeptor’’ der Zelle entsteht, die den abtétenden Effekt auslést. 
DaB gegen verschiedene organische Arsenderivate gefestigte Trypanosomen- 
stiimme mit arseniger Saure noch beeinfluBt werden kénnen, wird damit 
»erklart’*, daB diese von allen Arsenikalien die gr6éB8te Verwandtschaft 
zum Arsenozeptor besitzt und ,,wie eine BeiBzange auf die Stummel*, 
die geringsten Reste der ,,Aviditat‘‘ anpacken kann usw. 

Vergleichen wir nun die neueren Vorstellungen, die wir uns von der 
Wirkung der Monojod- und Monobromessigséure bilden kénnen, mit 
dieser Interpretation. Es kann mit Bestimmtheit gesagt werden, dab 
diese trypanozid wirksamen Kérper spezifisch auf den Kohlenhydrat- 
stoffwechsel einwirken; es wird zweifellos ebenso wie bei Muskeln, 
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Hefezellen, Bakterien usw. durch Hemmung des Zerfalls der Hexosen 
zu C,-Verbindungen die Milchséurebildung aufgehoben und dadurch 
die vornehmlich auf den Blutzucker eingéstellten Flagellaten chemo- 
therapeutisch, d.h. durch Konzentrationen abgetétet, die vom Tier- 
kérper noch vertragen werden. 

In diesem Sinne kann die chemotherapeutische Wirksamkeit der 
Halogenessigséuren als Beispiel einer wirklich kausalen biochemischen 
Erklirung dtiotroper Heilwirkungen gelten. ‘Aus diesem Beispiel erhellt 
auch, dab der Rezeptorbegriff bei der Erklarung chemotherapeutischer 
Wirkungen ebenso iiberfliissig ist, wie bei der Beschreibung biochemischer 
Vorgange. 

Zusammenfassung. 

Durch Monobrom- und Monojodessigséure, die die Milchsaure- 
garung tierischer Zellen aufheben, kénnen (bei Mausen) Infektionen 
mit pathogenen Trypanosomen abgeheilt werden. Die chemothera- 
peutische Bedeutung des Befundes liegt einstweilen darin, da es zum 
ersten Male gelang, Angriffsort und Wirkungsweise eines Chemothera- 
peuticums biochemisch genau zu definieren, da die Wirkung der 
Garungsgifte an Muskel-, Hefe- u. a. Praparaten bereits klargestellt ist. 
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Die Komplementbindung als Grenzflichenreaktion. 


I. Mitteilung: 
Uber einige allgemeine Gesetzmiigkeiten der Grenzflichenspannung und 
Adsorption (erliutert an Modellversuchen mit Caffeinlésungen). 


Von 
F. Seelich. 
(Aus der Abteilung fiir ,,biophysique moleculaire’ des Instituts Pasteur 
in Paris.) 
(Eingegangen am 10. Juni 1936.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Mit Komplement- oder Alexinwirkung bezeichnet man bekanntlich eine 
Reihe bestimmter Eigenschaften eines Serums, z. B. die Fahigkeit des 
letzteren, sensibilisierte Zellen zu lésen oder leichter phagocytierbar zu 
machen. Diese verschiedenen Eigenschaften werden deshalb einem gemein- 
samen Agens, dem Komplement, zugeschrieben, weil man die Beobachtung 
machte, daB bestimmte Eingriffe (wie z. B. Erhitzen des Serums auf 56°) 
sie in ihrer Gesamtheit zum Verschwinden bringen und dai andererseits ein 
Serum, dessen Komplementwirkung in einer bestimmten Funktion erschépft 
wurde, nicht mehr, oder nur in viel schwacherem MaBe fahig ist, andere 
Komplementwirkungen zu leisten. Die Untersuchungen iiber die Natur 
dieses Agens haben nun gezeigt, das es sich um ein sehr kompliziertes 
System verschiedener Komponenten handeln muB, deren Zusammenarbeit 
nur in einem bestimmten Milieu (pu, Konzentration anorganischer Lonen usw.) 
moglich ist. Den Nachweis fiir das Bestehen soleher Komponenten bringen 
die Inaktivierungs- und Regenerierungsversuche, wie sie zuerst von Ferrata 
und Brandt, spiiter hauptsichlich von Sachs und seinen Mitarbeitern durch- 
gefiihrt wurden. Was die Natur der einzelnen Komponenten anbelangt, so 
weil} man bis jetzt nicht viel mehr, als dais die erste Komponente eine 
Funktion der Serumglobuline ist und daB die Aktivitat der zweiten an die 
Sertmalbumine gebunden ist; die dritte Komponente kann durch Behand- 
lung des Serums mit Kobragift oder Hefezellen inaktiviert werden, die 
vierte durch Behandlung mit Ammoniak. Wichtig ist die Tatsache, daB die 
dritte und vierte Komponente durch Erhitzen des Serums auf 56° nicht 
inaktiviert wird. (Ein Serum, in welchem eine der beiden Komponenten 
unwirksam gemacht worden war, kann durch Zugabe von hitzeinaktiviertem 
Serum reaktiviert werden.) 

Die hier angefiihrten Komponenten wurden im Verlauf von Unter- 
suchungen iiber die hamolytische Komplementwirkung des  Meer- 
schweinchenserums nachgewiesen, welche bei Inaktivierung auch nur einer 
dieser Komponenten verloren geht; es ist noch nicht sicher, ob alle vier 
Komponenten auch bei den iibrigen Komplementwirkungen beteiligt sind. 
Nach J. Gordon (1) ist die vierte Komponente fiir die cytotropische Wirkung 
des Meerschweinchenserums nicht notwendig. Eine Tatsache ist jedoch 
sichergestellt: befindet sich komplettierendes Serum in Gegenwart eines 
spezitischen Antigen (Hapten-) Antikérperkomplexes, so tritt bei geeigneter 
Ionenkonzentration eine Bindung von Serumproteinen an jenen Komplex 
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ein. Es wurde auBberdem nachgewiesen, da es die Globuline des aktiven 
Serums sind, welche sich primar und weitgehend irreversibel anlagern. Mit 
dem Mechanismus dieser Anlagerung, welch letztere eine Vorbedingung 
jeglicher Komplementwirkung ist und wohl auch die Hauptursache des bei 
den Immunreaktionen eintretenden Komplementverbrauchs durch Kom- 
plementbindung sein diirfte, wollen wir uns hier beschaftigen. 

Die Komplementbindung ist unspezifisch ; sie ist, wie bereits Bordet 
im Jahre 1900 hervorgehoben hat (2), physikalischen Adsorptions- 
vorgangen ahnlich. Auch die neueren Untersuchungen fiihren zu dem- 
selben Ergebnis. [Die Kurve der Komplementbindung entspricht der 
Adsorptionsisotherme, H. Eagle (3).] Die Komplementbindung an den 
spezifischen Antigen-Antikérperkomplex wurde trotzdem nicht vor- 
behaltlos mit allgemeinen Adsorptionsreaktionen in eine Reihe gestellt, 
da es bis jetzt nicht méglich war, eine Anzahl von Erscheinungen. die 
im Verlaufe von Untersuchungen iiber die biologischen Komplement- 
funktionen beobachtet worden waren, durch Ubertragung auf die be- 
kannten nichtbiologischen Adsorptionsvorgange verstandlich zu machen. 

Die Adsorptionstendenz eines Stoffes ist eine Funktion der Abnahme 
der freien Grenzflachenenergie bei dessen Kontakt mit der adsorbierenden 
Grenzfliche. Derartige Energieverschiebungen kénnen mit Hilfe von 
Messungen der Grenzflachenspannung zahlenmaBig erfaBt werden. Da 
Adsorptionsreaktionen nur selten als Folge von Energie- bzw. Spannungs- 
verschiebungen an der betreffenden Grenzflache theoretisch behandelt 
werden, so sollen an dieser Stelle kurz einige der wichtigsten Bedingungen 
angefiihrt werden, welche fiir das Entstehen bestimmter Grenzflachen- 
spannungen Geltung haben: weiterhin wird unter Anfihrung eigener 
und fremder Versuchsergebnisse gezeigt, in welcher Weise die Adsorption 
eines Stoffes von dessen Struktur und von der Grenzflichenspannung 
der adsorbierenden Grenzflache abhangig ist und wie wichtig die Kenntnis 
derartiger Zusammenhange fiir das Verstandnis biologischer Grenz- 
flachenreaktionen sein kann. 


Die Spannung an der Grenzfliche zweier Fliissigkeiten. 

Beriihren sich zwei nicht mischbare oder nur beschrankt mischbare 
Flissigkeiten A und B, so kann man sich die Grenzflache zwischen 
beiden durch Kontakt der entsprechend groBen Grenzflachen von 
A und B gegen Luft, durch Kontakt der Oberflachen, entstanden 
denken. 

Fir die Abnahme der freien Oberflachenenergie der Oberflaichen- 
einheit von A und B bei Kontakt ly besteht folgende Beziehung: 


—Ay=9¥4 +V¥a—Ya,B, 


wobei durch y, und y, die freie Energie der Oberflacheneinheit von A 
und B ausgedriickt werden soll (zahlenmaBig gleich den Oberflachen- 
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spannungen) und durch y, » die freie Grenzflachenenergie an der ent- 
standenen Grenzflache (zahlenmabig gleich der Grenzflachenspannung 
A: B), {Harkins und Cheng (4)]. 

- Ganz allgemein kann die Anderung der freien Energie eines Systems 
als Maf der Affinitat der eintretenden Reaktion angesehen werden. 
Die Affinitat zweier Flissigkeiten A und 8B mit den Oberflachen- 
spannungen o, und o, wird um so gréBer sein, je niedriger die Grenz- 
flachenspannung o, , im Verhaltnis zu deren Oberflachenspannungen 
ist. Man darf allerdings nicht vergessen, daB eine Berechnung der 
Affinitat mit Hilfe von Oberflachen- und Grenzflachenspannungen nur 
relative Werte geben kann. Trotzdem kann die Berechnung solcher 
relativer Werte von groBem Interesse sein: handelt es sich z. B. um 
Grenzflachen organischer Fliissigkeiten gegen Wasser, so kann man mit 
Hilfe von Spannungsmessungen feststellen, welche dieser Fliissigkeiten 
die héhere Affinitét zu Wasser hat, oder anders ausgedriickt, welche 
der Grenzflachen stirker hydratisiert ist. 

Grobe Grenzflachenspannungen zwischen zwei Fliissigkeiten finden 
wir dann, wenn eine stark polare Fliissigkeit an eine apolare grenzt 
(z. B. die Grenzfliche Wasser—-Hexan), sehr kleine dann, wenn der 
Polaritatsunterschied der beiden Fhissigkeiten gering ist (Rehbinder). 

Mit ,,stark polar® oder ,,wenig polar’ soll jener Zustand einer Fliissig- 
keit charakterisiert werden, welcher auch manchmal mit ,,ungesattigt** oder 
,gesattigt’* bezeichnet wird, und welcher vor allem in der Dielektrizitats- 
konstante e zum Ausdruck kommt; da fiir die Polaritat einer Fliissigkeit 
auch der gegenseitige EinfluB der Molekularfelder maBgebend ist, so mu 
die Polaritaét einer Fliissigkeit nicht notwendigerweise der Polaritat der 
Einzelmolekiile bzw. deren Dipolmoment in gasférmigem Zustand oder in 
verdiinnten Lésungen symbat sein. (Ebensowenig wie die Dielektrizitats- 
konstante, welche in manchen Fallen, z. B. bei den homologen Alkoholen, 
der Polarisation der Einzelmolekiile und speziell deren Dipolmomenten 
antibat sein kann | Wo. Ostwald (5)|.. Als MaB der Polaritat einer Fliissigkeit 
kann deren dielektrische Molekularpolarisation betrachtet werden, jedoch 
nicht die Polarisation der einzelnen Molekiile in gasf6rmigem Zustand oder 
in verdiinnten Lésungen. 

Dielektr. Molek.-Polarisat. = P, y = th (siehe Ostwald, |. ¢.). 

’ e+2 d 
= Dielektrizitatskonstante; M = Molekulargewicht; d = Dichte. 


Polare Molekiile werden ihre Kraftfelder nicht allein untereinander 
abzusattigen trachten, was sich in der Bildung von Assoziaten auBert, 
sondern auch durch Anlagerung anderer polarer Molekiile. Diese gegen- 
seitige Absattigung ist ein wichtiger Faktor fiir das Lésungsgleich- 
gewicht zweier Fliissigkeiten und fiir deren Grenzflachenspannung. 

Kommt eine Flissigkeit B, deren Molekiile 6 einen heteropolaren 
Bau aufweisen (z. B. ein héherer Alkohol) mit den stark polaren Mole- 
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kiilen a des Wassers A in Kontakt, so stellt sich ein von Molekiilstruktur 
von @ und 6 abhangiges Lésungs- und Grenzflachenspannungsgleich- 
gewicht ein. Die Warmebewegung trachtet eine gleichmaBige Verteilung 
von a und 6 herbeizufiihren. Dieser Verteilung wirken die intermoleku- 
laren Anziehungskrafte a zu a und 6 zu 6 entgegen. wahrend die An- 
ziehungskrafte zwischen a und b sie begiinstigen. (Die erwahnte gegen- 
seitige Absattigung polarer Molekiile, d. h. die Abnahme der potentiellen 
Energie bei deren Kontakt, bildet die Ursache dieser Anziehungskrifte.) 
AO 
Die polare Gruppe der Molekiile 6 (z.B. die —CX — -Gruppe) 
H 


begiinstigt ein Eindringen der Molekiile b in A; der apolare Anteil der 
Molekiile 6 ( z. B. die Kohlenwasserstoffkette) setzt deren Verteilung 
in A einen Widerstand entgegen, da der Kontakt dieser Gruppe mit 
den Molekilen des Wassers einen Zustand geringerer Absattigung, also 
einen Zustand héherer potentieller Energie bedeutet, als der Kontakt 
der Wassermolekiile untereinander. Die Léslichkeit von heteropolaren 
Molekiilen in Wasser muB folglich mit einem Anwachsen des apolaren 
Anteiles sinken, also im Falle der homologen Alkohole oder Fettsaéuren 
mit der Langenzunahme der Kohlenwasserstoffkette. 


Die Grenzflache zwischen Wasser (A) und einer beschrankt wasser- 
léslichen organischen Fliissigkeit (B) von heteropolarem Molekiilbau 
trennt zwei Gemische von A und B verschiedener Konzentration. Je 
gréBer die gegenseitige Léslichkeit ist, desto geringer ist die Spannung 
der Grenzfliche, bis bei vollstandiger Vermischung von A und B die 
Grenzflache verschwindet und die Spannung 0 wird. Man kénnte 
demnach einen strengen, zahlenmaBig leicht erfaBbaren Parallelismus 
zwischen der Grenzflachenspannung zweier Fliissigkeiten und deren 
gegenseitigen Léslichkeit annehmen. Ein solcher Parallelismus ist 
jedoch nur annéhernd vorhanden. Fiir die Héhe der Grenzflachen- 
spannung einer heteropolaren organischen Flissigkeit gegen Wasser 
ist vor allem die Intensitat des Kraftfeldes der polaren Molekilgruppe 
maBgebend: die Grenzflachenspannung wird um so geringer sein, je 
polarer oder ,,hydrophiler*‘ diese Gruppen sind; der apolare Anteil jener 
Molekiile mu8 jedoch die Grenzflichenspannung nicht in demselben 
AusmaB beeinflussen, wie deren Léslichkeit in Wasser. 


Die Abnahme der freien Energie bei Kontakt der Oberflachen 
zweier Fliissigkeiten wird maximal sein (die freie Energie jedes Systems 
strebt einem Minimum zu): dies besagt aber, daB heteropolare Molekiile 
sich bevorzugt so lagern miissen, daB eine maximale Absattigung der 
Kraftfelder eintritt: sie werden eine orientierte Grenzflachenschicht 
bilden. 
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I. Seelich: 

Bringt man Wasser in Kontakt mit einer apolaren, praktisch 
wasserunléslichen Fliissigkeit (z. B. Paraffinél), so wird da fiir eine 
gegenseitige Absattigung nur van der Waalsche Krafte, nicht aber 
Sekundarvalenzen in Betracht kommen die Abnahme der freien 
Oberflachenenergie bei Kontakt der Oberflécheneinheit relativ gering 
und die Grenzflachenspannung zwischen beiden Flissigkeiten hoch sein. 
AuBerdem bilden apolare Fliissigkeiten keine orientierte Grenzflaichen- 
schicht. 

Auch eine Grenzflache zwischen zwei gegenseitig praktisch unléslichen 
Fliissigkeiten muB einem dynamischen Gleichgewichtszustand entsprechen ; 
allerdings wird die durchschnittliche mittlere Weglange der Molekiile @ in 
und b in A wesentlich kiirzer sein, als bei den friiher besprochenen Systemen. 

Wie sehr die Polaritét der organischen Fliissigkeiten fiir deren 
Grenzflachenspannung gegen Wasser bestimmend ist, kann man 
folgendem Beispiel entnehmen: Benzol hat infolge des ungesattigten 
Charakters seiner Molekiile eine verhaltnismaBig geringe Grenzflachen- 
spannung gegen Wasser (32 Dyn cm). Das gesiattigte apolare Hexa- 
hydrobenzol (Cyclohexan) hat gegen Wasser eine Spannung von 45 Dyn 
pro cm, umgekehrt hat der ungesattigte Charakter der Benzolmolekiile 
einen verhaltnismaBig hohen Binnendruck zur Folge, der sich auch in 
der Oberflachenspannung des Benzols auswirkt ; letztere hat einen Wert 
von etwa 31 Dyn cm, wogegen die Oberflachenspannung des gesattigten 
Hexahydrobenzols nur etwa 26,5 Dyn cm betragt. 


Die Abhingigkeit der Grenzflichenaktivitit eines Stoffes von der Spannung 
der adsorbierenden Grenzfliche. 
Die Grenzflachenaktivitat G kénnen wir nach Rehbinder (5) als die 
einer kleinen Konzentrationszunahme 1c des aktiven Stoffes ent- 
sprechende Spannungsverminderung Ao definieren. 
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Die Grenzflachenaktivitat eines Stoffes und damit seine Adsorbier- 
barkeit, ist an Grenzflachen verschiedener Spannung verschieden gro}: 
sie ist im allgemeinen um so gréBer, je héher die Initialspannung (die 
Spannung vor Adsorption des aktiven Stoffes) der betreffenden Grenz- 
flache ist. Wir wollen diese, vor allem fiir biologische Grenzflachen- 
reaktionen auBerordentlich wichtige Beziehung an Lésungen von 
Coffein demonstrieren, welch letztere sich aus spater ersichtlichen 
Griinden zu Modellversuchen besonders gut eignen. 


Beschreibung der Versuchsergebnisse. 


Die Spannungsmessungen wurden mittels des du Nowyschen Inter- 
facialtensiometers (7) durchgefiihrt, einer Torsionswaage, welche eine direkte 
Ablesung in Dyn, cm gestattet. Der Ringumfang betrug 6 em. Als MeBgefab 
diente ein Kristallisationsschalehen von 4¢m Durchmesser, welches vor 
Verwendung mittels eines diinnrohrigen Bunsenbrenners kurz abgeflammt 
wurde (auch eine auBerst sorgfaltige Reinigung geniigt oft nicht, um eine 
gleichmaBige Benetzung der Glaswande durch die Fliissigkeit zu gewahr- 
leisten). 8 cem der betreffenden Coffeinlésung werden nach Eintauchen des 
frisch gegliihten Ringes mit 8 cem der organischen Fliissigkeit iiberschichtet. 
Wie wir bereits in einer friiheren Arbeit erwahnten (8), ist es im allgemeinen 
nur dann méglich, genaue und einwandfrei reproduzierbare Werte zu erhalten 
(bei Messungen an derselben Grenzflache), wenn man das AbreiBen des 
Ringes vermeidet. Derartige Messungen werden auf folgende Weise durch- 
gefiihrt: an dem Stabchen, welches den Platinring tragt, ist ein kleiner 
Zeiger betfestigt; dahinter befindet sich ein kleiner Metallspiegel mit einer 
Marke. Vor Beginn der Messung ruht der Platinring ohne Zug an der Trenn- 
flache der beiden Fliissigkeiten: in dieser Lage zeigt die Spitze des Zeigers 
auf die Marke des Spiegels. Durch Drehung des Torsionsfadens wird der 
Ring gehoben und mit ihm der Zeiger. Man senkt nun mittels einer zu diesem 
Zweck angebrachten Schraube das MebgefaB in dem Make, als der Zeiger 
sich tiber der Marke erhebt, d. h. der Zeiger wird dauernd in der Antangs- 
stellung gehalten. Ist man nun durch dauerndes Erhéhen der Spannung 
und gleichzeitiges Senken des MeBgefaBes in die Nahe der tatsachlichen 
Grenzflachenspannung gekommen, so bemerkt man, dafj der Zeiger immer 
weniger auf die Senkung der Grenzflache reagiert. In diesem Stadium wird 
die Spannung des Fadens nur mehr ganz vorsichtig erhéht und der Moment 
abgewartet, bei dem ein langsames Senken des MeBgefaBes nicht mehr 
imstande ist, den Ring und damit den Zeiger zu senken; wird in dieser Lage 
und bei einer solchen Spannung an der Apparatur nicht geriihrt, so steigt 
der Ring und mit ihm der Zeiger langsam aufwarts und es wiirde zum Ab- 
reiBen des Ringes kommen, wenn man nicht nach raschem Ablesen der 
Spannung durch Drehung des Torsionsfadens in entgegengesetzter Richtung 
den Zug des Ringes vermindern wiirde. Mit einiger Ubung kann man mittels 
dieser Ablesemethode erstaunlich gut reproduzierbare Werte erhalten (die 
Streuung ist im allgemeinen nicht gr6Ber als 0,2 Dyn,em). Ungeiibten wird 
es allerdings anfangs passieren, da der Ring gegen ihren Willen abreiBt; in 
diesem Falle ist es notwendig, die Messungsreihe zu unterbrechen, da der 
Ring nach Durchqueren der nichtwasserigen Phase im allgemeimen seine 
Benetzbarkeit andert und daraufhin ungleichmaBige und oft wesentlich 
niedrigere Spannungswerte erhalten werden. Nicht anwendbar fanden wir 
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diese Methode lediglich an der Grenzflache einer wasserigen Phase gegen 
Olsiure, da in diesem Falle das AbreiBen des Ringes kaum vermieden werden 
kann. Die hier ver6ffentlichten Werte fiir die Spannung von Coffein- 
lésungen gegen Olsaéure beziehen sich auf Messungen, welche 2 Stunden 
nach Uberschichten ausgefiihrt wurden, so daB eine Einstellung der Gleich- 
vewichtsspannung mit Sicherheit angenommen werden kann. An den 
ubrigen Grenzflachen wurde die Einstellung der Gleichgewichtsspannung 
mittels fortlaufender Messungen kontrolliert. Die Firma Jobin «& Yvon in 
Paris ist im Begriff, ein fiir die beschriebene Ablesemethode besonders 
veeignetes Instrument zu konstruieren, mit welchem auch Messungen bei 
beliebig hoher, konstanter Temperatur ausgefiihrt werden kénnen. 
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Konzentration an Coffein(gelost in 4) 


Grenzflachenaktivitaét mit sinkender Ini- 
seiesee tialspannung der betreffenden Grenz- 
flachen immer geringer: gegeniiber der 
Grenzflache Wasser—Amylalkohol ist keine der von uns untersuchten 
Coffeinkonzentrationen mehr grenzflachenaktiv, und es wird deshalb zu 
keiner Adsorption von Coffeinmolekiilen an dieser Grenzfliche kommen. 

Die Abhangigkeit der spannungserniedrigenden Wirkung eines 
Stoffes von dessen Konzentration einerseits und von der Initialspannung 
der adsorbierenden Grenzflaiche andererseits, ist in Abb. 3 vielleicht 
noch besser ersichtlich. 

Fir jede der Coffeinlésungen besteht ein von der Konzentration 
abhangiger Grenzwert der Initialspannung der adsorbierenden Grenz- 
flache, unterhalb dessen die betreffende Lésung praktisch inaktiv ist. 
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In Abb. 3 sind noch die Werte der Oberflachenspannung der be- 
treffenden Coffeinlésungen eingetragen. Coffein ist in wasseriger LOsung 
an der Oberflache viel weniger aktiv als an der Grenzflache Wasser : Ben- 
zol oder Wasser : Paraffindl; eine 0,1 °,ige Lésung ist praktisch ober- 
flachenaktiv, wihrend sie an der Grenzfliche gegen Paraffinél eine 
Senkung von mehr als 6 Dyn cm bewirkt. Es geht daraus hervor, dab 
einerseits die Initialspannung der Grenzflaiche nicht allein fiir die 
Aktivitat eines Stoffes bestimmend ist und daB man andererseits Werte 
von Oberflichenspannungen nur mit gréBter Einschrankung und 
Vorsicht zur Deutung von Reaktionen, welche an einer Grenzflaiche 
fest : fliissig oder fliissig : fliissig statthaben, verwenden darf. 

Obwohl Messungen von Grenzflichenspannungen nicht sehr haufig 
ausgefiihrt werden, kennt man bereits eine Reihe von Stoffen, welche in 
wiisseriger Lésung die Spannung der Grenzflache gegen eine organische 
Fliissigkeit starker erniedrigen als die Oberflachenspannung (9). Aus den 
eigenen Untersuchungen kénnen wir noch folgenden Fall zitieren: eine 
wasserige Suspension feindispersen Kaolins zeigt die Oberflichenspannung 
des reinen Suspensionsmittels und es tritt auch keine sichtbare Adsorption 
von Kaolinteilchen an der Oberflache ein; derartig feinverteiltes Kaolin ist 
jedoch an der Grenzflache gegen Paraffinél aktiv (senkt die Grenzflaichen- 
spannung) und es kommt zur Bildung einer Adsorptionsschicht. Nach 
Erhitzen auf Rotglut verliert das Kaolin seine Grenzflichenaktivitat und 
seine himolytische Wirkung [Seelich (10)}. 

Der Grund fiir die Tatsache, daB manche Stoffe in wasseriger 
Lésung die Spannung der Grenzflache Wasser : organische Fliissigkeit 
stiirker erniedrigen als die Oberflichenspannung, liegt unserer Ansicht 
nach in der Anziehung zwischen dem apolaren Anteil der grenzflachen- 
aktiven Molekiile und den Molekiilen der nichtwasserigen Phase. (Das 
Bestehen einer derartigen Anziehung geht allein schon daraus hervor, 
daB die Léslichkeit heteropolarer Molekiile in organischen Fliissigkeiten 
mit der Langenzunahme des apolaren Anteiles zunimmt.) Heteropolare 
aktive Molekiile werden um so eher in orientierter Lage an der Grenz- 
flache festgehalten werden, wenn diese Lage einen Kontakt der apolaren 
Molekilgruppe mit dem nichtwasserigen Medium und der _ polaren 
Gruppe mit dem wasserigen, polaren Medium gewahrleistet. 

Es soll nun in folgendem iiberlegt werden, welche Ursachen fiir das 
Absinken der Grenzflichenaktivitaét eines Stoffes mit abnehmender 
Initialspannung der jeweiligen Grenzflachen in Betracht kommen und 
ob an der Grenzflache fliissig : fest Anliche Verhaltnisse zu erwarten sind. 

Die Grenzflachen, die bei Immunititsreaktionen fiir Adsorptions- 
vorginge in Betracht kommen, sind die einer festen Phase gegen das fliissige 
Medium, sowie jene zwischen zwei Fliissigkeiten, wie z. B. die der Zellipoide 
gegen die Suspensionsfliissigkeit. (Man darf nicht vergessen, daB die Zell- 
lipoide bei Kérpertemperatur fliissig sind [Degwitz (11)]); leider ist es bis jetzt 
nicht méglich, direkte Spannungsmessungen an der Grenzflache fliissig : fest 
anzustellen. 
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Nach der Ausgleichungsregel von Rehbinder (5) kann ein Stoff C 
die Spannung an der Grenzflache zweier Phasen nur dann herabsetzen, 
wenn er in bezug auf seine Polaritat einen Wert einnimmt,. der zwischen 
den betreffenden Werten von A und B liegt. Es gilt die Beziehung: 


Pol. A > Pol. C > Pol. B 


oder, da die Dielektrizitatskonstante als ein Ma®B der Polaritaét angesehen 
werden kann: 


Ey > Ec > Ep. 


Dieselbe Bedingung fordert Sementschenko (12), welcher statt Polaritat 
den Begriff ,,verallgemeinertes elektrisches Moment’ — m einfiihrte. 
Eine Anreicherung des Stoffes C an der gemeinsamen Grenzfliche der 
beiden fliissigen Phasen 4A und 8B tritt dann ein, wenn: 


nm, >Me >Mp. 


Das System Wasser: Paraffinél: Caffein entspricht dieser Bedingung, 
da von diesen drei Stoffen das Wasser am starksten und das Paraffin6l 
ohne Zweifel am schwachsten polar ist. Wird aber das Paraffinél durch 
andere organische Fliissigkeiten steigender Polaritat ersetzt, so wird der 
Fall eintreten, daB B starker polar ist als C; dieses wird nicht mehr im- 
stande sein, die Spannung an der Grenzfliche von A und B zu er- 
niedrigen und wird deshalb nicht mehr adsorbiert werden. Sind A und B 
Fliissigkeiten, so wird sich die Hauptmenge des Stoffes C (wenn Pol. A 

- Pol. B = Pol. C) in jener Phase anreichern, deren Polaritat jener 
von C am nachsten kommt, also in der nichtwasserigen Phase B. Tat- 
sachlich laBt sich im Falle des Systems Wasser : Isoamylalkohol : Coffein, 
nach Einstellung des Verteilungsgleichgewichts, die Hauptmenge des 
Coffeins im [soamylalkohol nachweisen. 

Ahnliche Verhaltnisse muf man auch dann annehmen, wenn sich 
an Stelle der Fliissigkeit B ein fester Stoff B’ befindet, so daB ein Ein- 
dringen von Cin B’ nicht méglich ist. In diesem Falle wird lediglich 
die Polaritét (die Intensitét des molekularen Kraftfeldes) derjenigen 
Gruppen maBgebend sein, welche an die wisserige Phase grenzen: mit 
steigender Intensitat dieses Kraftfeldes steigt die Hydratation dieser 
Grenzflaiche und sinkt deren freie Energie (sinkt das nicht direkt meb- 
bare o fliissig fest). Die Adsorptionstendenz von C ist immer pro- 
portional der Energieabnahme, welche dessen Adsorption bewirken kann. 
Je geringer die freie Grenzflichenenergie vor Adsorption ist, desto 
geringer wird die Energieabnahme sein, welche eine Adsorption des 
Stoffes C bewirken kann. Die Adsorptionstendenz sinkt mit sinkender 
Initialspannung (mit steigender Hydratation) der Grenzflache und wird, 
falls C nicht in zu grofer Konzentration vorhanden ist, praktisch 0 
werden, bevor die bei Adsorption mégliche Energieabnahme Null ist, 
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da die Warmebewegung der Ausbildung ‘einer Adsorptionsschicht ent- 
gegenwirkt. 


Fiir die spdteren, biologische Grenzflichenreaktionen  betreffenden 
Uherlegungen ist die Tatsache auperordentlich wichtig, dap Stoffe, welch 
an Grenzflaichen verhaltnismapig hoher Spannung aktiv sind und adsorbicrt 
werden, an Grenzfliichen niedriger Spannung nicht mehr adsorbiert werden 
miissen. Umgekehrt kann die Erhéhung der Grenzfldchenspannung einer 
Grenzflache (z. B. infolge Bildung einer chemischen Verbindung geringerer 
Hydratation an der betreffenden Grenzflache) die Adsorption eines vorher 


in Lésung gewesenen Stoffes nach sich zichen. 

Wie in Abb. 2 ersichtlich, weist die o:c¢-Kurve des Coffeins an der 
Grenzfliche Wasser : Benzol, Wasser : Dimethylanilin und Wasser : Olsiure 
einen Knick auf, welcher sich mit sinkender Initialspannung in der Richtung 
der héheren Konzentrationen verschiebt. Eine derartige Kurvenform ist 
keineswegs einer besonderen Eigenheit des Coffeins zuzuschreiben:; ein 
ahnlicher Verlauf von o: ¢-Kurven wurde bei anderen Stoffen bereits von 
Efimow und Rehbinder und von Okuneff (9) festgestellt. Dem erwaihnten 
Knick in der o: ¢-Kurve entspricht ein analoger in jener Kurve, welche die 
Abhangigkeit der Adsorption von der Konzentration der Lésung darstellt. 

Man kann diese Eigenheit auch folgendermaBen definieren: es gibt 
Stoffe, welche in hohen und in mittleren Konzentrationen die Spannung 
bestimmter Grenzflachen im Sinne der normalen o: ¢-Kurve erniedrigen, 
welche aber in geringer Konzentration wenig oder gar nicht grenzflachenaktiv 
sind und deshalb nur in geringem Mabe oder gar nicht adsorbiert werden. 
Es diirften verschiedene Ursachen fiir diese Erscheinung in Betracht kommen, 
doch ist es im Rahmen dieser Arbeit nicht méglich, naher darauf einzugehen. 

Befinden sich in der wasserigen Phase zwei oder mehrere Stoffe von 
verschiedener Grenzflichenaktivitét, jedoch in anna&hernd  gleicher 
Konzentration, so ist auf Grund energetischer Uherlegungen von vorn- 
herein anzunehmen, daB die starker aktive Substanz vorwiegend 
adsorbiert wird. Ein solches Verhalten wurde von Szyszkowski (13) fiir 
eine Mischung von Isovalerianséure und deren Ba-Salz nachgewiesen. 
Butler und Okrent (14) haben das Verdienst, die Wirkung von zwei 
gleichzeitig in Lésung vorhandenen aktiven Stoffen auf die Ober- 
flachenspannung und auf die Spannung der Grenzflache Quecksilber : Na- 
Sulfatlésung eingehend untersucht zu haben. Wir kénnen an dieser 
Stelle auf die Ergebnisse dieser Versuche nicht naher eingehen: es sei 
nur erwahnt, daB bei Mischungen von Substanzen desselben Typns 
innerhalb eines gewissen Konzentrationsverhaltnisses jene Substanz 
ausschlieBlich adsorbiert wird, welche die gréBere Grenzflachenaktivitat 
besitzt. (Ein solcher Fall wird um so eher eintreten, je niedriger die 
Initialspannung der betreffenden Grenzflache ist.) Die bei komplizierten 
Systemen oft beobachtete Selektivitét von Adsorptionsvorgéngen kann 
also auch bei verhaltnismaBig einfachen Systemen nachgewiesen werden. 
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Im zweiten Teil dieser Arbeit wird gezeigt werden, in welechem 
Mabe die hier angefiihrten Bedingungen fiir die Adsorption an der 
Grenzflache zweier Fliissigkeiten fiir das Verstaéndnis biologischer Grenz- 
flachenreaktionen, insbesondere der Komplementbindung, von Nutzen 
sein kann. 


Zusammenfassung. 


Es wird versucht, unter Heranziehung allgemeingiiltiger Be- 
dingungen fiir Grenzflichenreaktionen, zu einem besseren Verstandnis 
der biologischen Komplementbindung zu gelangen. Der hier vor- 
liegende erste Teil der diesbeziiglichen Untersuchungen bringt unter 
Verwertung eigener und fremder Messungsergebnisse eine kurze Dar- 
stellung jener Bedingungen, welche fiir Spannung und Hydratation von 
Grenzflachen sowie fiir Adsorptionsvorgange Geltung haben: darunter 
die folgenden: 


1. Die Spannung an der Grenzflache von Wasser und einer mit 
Wasser nicht oder nur beschrankt mischbaren organischen Fliissigkeit 
ist um so niedriger und diese Grenzflache ist um so starker hydratisiert, 
je starker polar diese Fliissigkeit ist. Umgekehrt kann man sagen, dai 
von zwei verschieden stark hydratisierten Grenzflachen jene die niedrigere 
Spannung gegen Wasser aufweist (d.h. einer geringeren freien Grenz- 
flachenenergie entspricht), welche starker hydratisiert ist. Diese an der 
Grenzflache zweier Fliissigkeiten festgestellte Bedingung muB auch fiir 
Grenzflachen einer festen Phase gegen Wasser Geltung haben. 


2. Ein in Lésung befindlicher Stoff wird deshalb an einer Grenz- 
fliche adsorbiert, weil er imstande ist, die freie Energie dieser Grenz- 
flache und damit deren Grenzflachenspannung zu erniedrigen. Um- 
gekehrt ist die Erniedrigung der Grenzflachenspannung immer eine 
Folge der Adsorption und kann unter bestimmten Bedingungen zur 
Berechnung der adsorbierten Stoffmenge verwendet werden. 


3. Die Grenzflachenaktivitat eines gelésten Stoffes ist auBer von 
dessen Struktur und Konzentration auch von der urspriinglichen 
Spannung (Initialspannung) der in Betracht kommenden Grenzflache 
abhangig; je niedriger diese Initialspannung ist, desto geringer ist 
dessen Grenzflachenaktivitét. Ein fiir Grenzflichen verhaltnismabig 
hoher Spannung aktiver Stoff kann bei unveraénderter Konzentration 
und Temperatur fiir Grenzflachen niedrigerer Spannung vollstandig 
inaktiv sein und wird in diesem Falle nicht adsorbiert werden; um- 
gekehrt kann eine Erhéhung der Spannung einer Grenzflache (z. B. 
infolge Bildung einer chemischen Verbindung geringerer Hydratation 
an der betreffenden Grenzflache) die Adsorption eines vorher in Lésung 
gewesenen Stoffes nach sich ziehen. 
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4. Manche Stoffe, welche in verhaltnismaBig hohen Konzentrationen 
an einer bestimmten Grenzfliche aktiv sind, kénnen in niedriger 
Konzentration derselben Grenzflaiche gegeniiber praktisch inaktiv sein. 


; ‘Oo’ 
Die Grenzflachenaktivitat G — -(5 ) (gegeben durch die Neigung 
c/T 


der o : c-Kurve) zeigt in diesem Falle ein Maximum bei einer bestimmten 
mittleren Konzentration. 

5. Die Adsorption an der Grenzflache gegen Luft ist nicht nur 
biologisch, sondern auch physikalisch ein Sonderfall, so da8 Messungen 
der Oberflichenspannung nur unter bestimmten Einschrankungen zur 
Beurteilung von Reaktionen, welche an Grenzflachen fliissig : fest oder 
fliissig : fliissig statthaben, herangezogen werden diirfen. 

6. Befinden sich zwei oder mehr grenzflachenaktive Substanzen 
verschieden starker Aktivitat gleichzeitig in Lésung, so wird diejenige 
Substanz vorwiegend adsorbiert, welche starker grenzflachenaktiv ist 
(wenn die Konzentration der weniger aktiven Substanz im Verhaltnis 
zu jener der aktiveren nicht allzu groB ist). 
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Zur Zubereitung der Nahrung 

und deren ernaihrungsphysiologischen Bedeutung. 

I. Mitteilung: 
Der Einflu8 des Réstens bei Kaffee, Kaffeeersatz und sonstigen Vegetabilien. 
Von 
B. Bleyer, W. Diemair, F. Fischler und K. Tiufel 
unter Mitarbeit von F. Arnold und H. Thaler. 
(Eingegangen am 27. Mai 1936.) 

Gemeinschaftsarbeit aus der Deutschen Forschungsanstalt 

fiir Lebensmittelechemie in Miinchen. 


Mit 12 Abbildungen im Text. 


Erster Abschnitt. 
Einfiihrung. 


Nach allgemeinen chemischen Erfahrungen kommt der Anwendung 
hoher Temperaturen ein tiefgreifender EinfluB auf stoffliche Vorginge 
zu. Dies gilt insbesondere auch fiir die unter Hitzewirkung erfolgende 
Zubereitung der Nahrung, doch hat man bis heute nur wenig Einblick 
in die sich hierbei abspielenden feineren chemischen und _ sonstigen 
Vorgiange. Um so wichtiger ist es, derartige Versuche anzustellen, 
wobei vor allem die Bildung und die Verénderung von Stoffen mit 
bekannter physiologischer Wirkung, z. B. der Histobasen, interessieren 
muB, zumal die Wichtigkeit der Entstehung solcher Stoffe neuerdings 
verschiedentlich betont wurde?. 


Zweiter Abschnitt. 
Das Untersuchungsmaterial und seine Aufarbeitung. 
a) Das Résten der Ausgangsmaterialien. 

Wie in der Einfiihrung erwahnt, hatte sich die Untersuchung 
zunachst das Ziel gesteckt, den EinfluB der trockenen Hitze auf pflanz- 
liche Nahrstoffe hinsichtlich des chemischen und phystologischen Ver- 
haltens zu verfolgen. Um zu eindeutigen und reproduzierbaren Ergeb- 
nissen zu gelangen, war es erforderlich, den Réstvorgang in seinen 
Einzelheiten wiederherstellbar festzulegen, also insbesondere eine 
zuverlassige Regulierung der Résttemperatur sicherzustellen. Dies 
schien mit der nachfolgend beschriebenen Rdéstvorrichtung eigener 
Angabe gewahrleistet zu sein. 

Der Apparat besteht, wie Abb. 1 zeigt, im wesentlichen aus zwei Teilen: 
einer elektrisch beheizten, warmeisolierten Trommel mit selbst regulierender 
Heizvorrichtung, die innerhalb der erforderlichen Temperaturgrenzen von 


' 4. Bickel, Zeitschr. f. Volksernahrung 9, 1, 1934. 
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100 bis 260° sicher eingestellt werden kann; einer in die Trommel einfiihr- 
baren drehbar angeordneten Réstpatrone (Abb. 2) mit einem Fassungsraum 
fiir etwa 15 bis 25 g getrocknetes Material. 

Ein in die Réstpatrone einsetzbares Thermometer ermdglicht die 
dauernde Uberpriifung der Innentemperatur, die mit der im Regulator 
eingestellten innerhalb einer Schwankungsbreite von +. 5° iibereinstimmt. 


Heizstabe hostpatrone 


——Se 

















Abb. 1. Abb. 2. 


Die Réstung wurde folgendermaBen durchgefihrt : 


Das entsprechend vorbereitete und dann auf Grob- bis FeingrieB zer- 
kleinerte Material wurde in der Rostpatrone gleichmabig verteilt und 
letztere in die auf Versuchstemperatur vorgeheizte Trommel eingeschoben. 

Nun wurde unter dauerndem Drehen der Patrone die festgesetzte Zeit 
erhitzt. Um nach Ablauf der Versuchszeit Nachwirkungen durch die Hitze 
tunlichst hintanzuhalten, wurde das Réstgut sofort aus der Patrone in 
diinner Schicht in einer Schale zum Auskiihlen ausgebreitet. Als Rést- 
temperatur fanden fiir jedes einzelne Material der Bereich von 100 bis 
250°C Anwendung, und zwar in Absténden von je 25°. Die Dauer der 
Réstung wurde jeweils auf 15 Minuten festgelegt. 

Die bisherigen Versuche befaBten sich mit der vorstehend be- 
schriebenen Bearbeitung von 

Kaffee Kichererbse Weizen 
Cichorie Gerste Kartoffel 

Kaffee, Cichorie!, Kichererbse, Gerste und Weizen wurden ohne Vor- 
bereitung geschrotet; bei der Kartoffel erfolgte eine Trocknung der zunachst 
hergestellten Kartoffelscheiben und hierauf die Zerkleinerung. 


b) Isolierung der Histobasen?. 
Das gemaB Abschnitt 2a geréstete Material wurde zum Zwecke 
der Freilegung des hier interessierenden Histo-Basenkomplexes im 
wesentlichen nach Hoppe-Seyler-Thierfelder® aufgearbeitet. 


' Verwendet wurden technisch hergestellte sog. Cichoriebrocken, die 
in dankenswerter Weise von der Firma Heinrich Franck Séhne, Ludwigsburg, 
zur Verfiigung gestellt worden waren. - ® Mit dem Sammelnamen 
»,Histobasen“ sollen der Einfachheit halber die bei der nachfolgend be- 
schriebenen Bearbeitung anfallenden Stofffraktionen bezeichnet werden, 
die im wesentlichen aus Histidin und Histamin bestehen. — * Hoppe-Seyler- 
Thierjelder, Handb. d. physiol.- u. pathol.-chem. Anal., S. 588. Berlin, 
Verlag Julius Springer, 1924. 


7 * 








410 B. Bleyer, W. Diemair, F. Fischler u. K. Taufel usw.: 


10g Substanz werden zuniachst 2 Stunden auf dem Wasserbad und 
hierauf 5 Stunden iiber freier Flamme mit 80 cem 33 °,iger Schwefelsaéure 
zur Hydrolyse erhitzt. Die Reaktionsfliissigkeit wird hierauf abgekiihlt, 
von den ausgeschiedenen Huminstoffen abfiltriert und mit destilliertem 
Wasser wiederholt ausgewaschen. Das Filtrat neutralisiert man in der 
Hitze mit Bariumhydroxyd, trennt vom ausgeschiedenen Bariumsulfat ab 
und engt das erhaltene Filtrat schonend auf dem Wasserbad auf 50 cem ein. 
Hierauf wird das Konzentrat mit 10c¢em konz. Salzsiure und 50 cem 
20 °oiger Phosphorwolframsaéure versetzt. Dann erwairmt man auf dem 
Wasserbad, bis der Niederschlag, der die Histobasen enthalt, nahezu wieder 
gelést ist, laBt abkiihlen und 48 Stunden im Eisschrank stehen. Nun wird 
durch ein gehartetes Filter abgesaugt und der Niederschlag auf dem Filter 
mit einer Lésung ausgewaschen, die auf 100 Teile 2,5 Teile konz. Salzsaure 
und 2,5 Teile Phosphorwolframséure enthalt. 

Der Niederschlag mit den Basen wird mit Hilfe eines Spatels vom 
Filter méglichst entfernt, in einen Scheidetrichter von 500 cem gebracht 
und der Rest mit 200 bis 300 cem Wasser tibergespiilt. Es werden dann 
10 cem konz. Salzséure hinzugefiigt und mit so viel Amylalkohol-Ather (1: 1) 
geschiittelt, daB sich der Niederschlag lést und eine zusammenhangende 
Schicht auf dem Wasser schwimmt. Die wasserige Schicht wird von der 
alkohol-atherischen getrennt und dreimal mit je '/, ihres Volumens aus- 
geschiittelt. Zum SchluB werden die vereinigten Amylalkohol-Atherausziige 
nochmals mit wenig Wasser und dieses mit neuem Amylalkohol-Ather aus- 
geschiittelt. Das Wasser wird mit dem Hauptteil der Basen vereinigt. Die 
Losung soll frei von Phosphorwolframsiure sein, d.h. einige Tropfen, in 
Barytwasser gebracht, diirfen keinen Niederschlag geben. Nun engt man 
zum Vertreiben der Salzsiure im Vakuum auf ein kleines Volumen ein, 
spilt den Riickstand in einen MeBkolben von 50 cem und fiillt zur Marke auf. 

Die nach der vorstehend beschriebenen Arbeitsweise erhaltenen 
Ausziige wurden chemisch wie folgt auf ihren Histobasengehalt und 
physiologisch (vgl. Abschnitt 3) auf ihr Verhalten gegeniiber isoliertem 
Meerschweinchendiinndarm untersucht. Hierzu muBten die anfallenden, 
stark sauren Ausziige mit Alkali durch Tiipfeln auf Azolithminpapier 
auf pu ~ 7,0 eingestellt werden. 


c) Qualitativer und quantitativer Nachweis der Histobasen?. 

Die Verfolgung des hier aufgezeigten Zieles setzte das Vorhanden- 
sein einer eindeutigen und zuverlassigen Nachweisreaktion fiir die 
Histobasen voraus, die insbesondere die Erfassung der hier in Betracht 
kommenden, sehr kleinen Mengen sicherstellt ; es konnten nur Mengen 
bis zu wenigen y (Gamma =!/j99) mg) erwartet werden. Uberschaut 
man unter diesen Gesichtspunkten das Schrifttum wiber den Nachweis 
der Histobasen, so stellt sich heraus, daB eigentlich nur Fallungs- und 
Farbreaktionen in Frage kommen. Diese Methoden muBten unter 
Beriicksichtigung der hier gegebenen besonderen Bediirfnisse tiber- 
priift werden. 


1 Einzelheiten ké6nnen der demniichst erscheinenden Inauguraldisserta- 
tion von H. Bickel, Miinchen, Universitat, entnommen werden. 
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Es ergab sich, daB die Fallung mit Schwermetallsalzen und sonstigen 
charakteristischen EiweiBfallungsmitteln zu wenig eindeutig und viel 
zu wenig empfindlich ist. Unter den Farbreaktionen erschien vor allem 
die Paulysche Diazoreaktion aussichtsreich. Die Anwendung derselben 
in der bisher tiblichen Form erwies sich aber wegen der starken Eigen- 
farbe der zu untersuchenden Ausziige als wenig geeignet. Denn einmal 
ist nach der angestellten Nachpriifung das gefarbte Produkt aus der 
Reaktionslésung nicht ausschiittelbar, womit die unmittelbare kolori- 
metrische Bestimmung in Wegfall kommt, zum andern laBt sich die 
Eigenfarbe der Untersuchungslésung, herriihrend von den Rést- bzw. 
huminartigen Stoffen (Hydrolyse), wegen der starken Intensitat nicht 
durch Kompensation ausschalten. Fernerhin ist die Entfarbung der 
Reaktionsfliissigkeit durch oberflichenaktive Stoffe, wie Kohle, Kiesel- 
gur, Bleicherde usw. wegen der damit verbundenen Gefahr des Verlustes 
an Histobasen nicht durchfiihrbar, wie experimentell dargetan wurde. 

Zum weiteren Ausbau der Paulyschen Diazoreaktion wurde deshalb 
nach anderen, gegeniiber der Sulfanilsaure als Kupplungspartner besser 


geeigneten Stoffen gesucht. Hierbei fanden Anwendung: 


p-Nitranilin 
m-Nitranilin 

2, 4-Dichlor-anilin 
2-Nitro-4-chloranilin 
o-Amido-benzoesaure 


Xylidin 
p-Amido-benzophenon 
p-Amido-azetophenon 

4, 4’-Diamido-benzophenon 
p-Toluidin 


o-Phenylendiamin Nitro-toluidin a) CH, = NH,: NO, = 1:3:6 
p-Phenylendiamin b) CH, = NH,: NO, be226 
2-Naphthylamin ec) CH, = NH,: NO, = 1:4:5 
p-Naphthylamin d) CH, = NH,: NO, 274 


2-Amido-Anthrachinon 
4, 6-Dinitro-amido-phenol 
1, 2-Naphthylendiamin 


p-Anisidin 
o-Phenetidin 
p-Phenetidin 


Folgende Stoffe lieferten nach der Diazotierung mit organischen 


Lésungsmitteln ausschiittelbare Reaktionsprodukte, die in butyl- 


alkoholischer Pyridinlésung folgende Farbténe lieferten: 





Diazotierungsprodukt Histidin Histamin 
p-Nitranilin . hg rubinrot 
2-Amido-Anthrachinon blutrot carminrot 
2, 4-Dichlor-anilin dunkel kirschrot 
p-Toluidin tiefrot 
Nitrotoluidin ere ee rubinrot 
p-Amido-benzophenon ... . _ 


Die Farbintensitat ist bei p-Nitranilin am starksten, bei p-Amido- 
benzophenon am schwachsten. 

Hervorhebenswert ist die Feststellung, daB die Zugabe von Pyridin 
zum jeweiligen Lésungsmittel eine Farbvertiefung hervorruft. 
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Die Beobachtung, daB p-Nitranilin das farbenkraftigste Diazo- 
tierungsprodukt liefert und den Nachweis in der GréSenordnung bis 
zu ly ermdglicht, veranlaBte die Benutzung dieses Stoffes fiir den 
weiteren Nachweis und fiir die Bestimmung der Histobasen. Die dabei 
auftretende Farbe ist als ein dunkles Rubinrot zu bezeichnen und pragt 
sich, wenn man sie im Versuch mit reinem Histidin gesehen hat, dem 
Auge scharf ein. Reine Histaminlésungen zeigen bei gleicher Ténung 
eine etwas gréBere Farbintensitat. 

Arbeitsverjahren: 1 cem alkoholische 1/,°jige p-Nitranilinlésung wird 


mit 1 cem '/, °iger Natrium-Nitritlésung versetzt, unter Eiskiihlung '/, cem 
Salzsiure (1: 1) zugegeben 





9 und so lange geschiittelt, bis 
% sich die Flissigkeit entfarbt. 
& Dann gibt man zu _ dieser 
70 Lésung die zu untersuchende 
sid Fliissigkeit (5 cem der Extrakt - 
$ lésung von den Hydrolyse- 
7, versuchen), kiihlt nochmals 
Ss durch kurzes Einstellen des 


X ya " 
Reagensglases in Eis und 


alkalisiert mit 20° iger Na- 
triumcarbonatlésung, bis der 
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406 G08 Histidin gemisch in einem kleinen 

Abb. 3. Schiitteltrichter zwei- bis drei- 


mal mit einem Gemisch Butyl- 
alkohol = Pyridin (9: 1) aus- 

















9 = a geschiittelt. Dabei geht der 
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ww Farbstoff ganz in das Lésungs- 
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* oe me ag 
& Zur quantitativen Er- 
$ | / mittlung des Histobasen- 
te olf bey ee gehalts, wobei das Lange- 
ad / ‘es hg eet ea es Ce a sche Absolutkolorimeter An- 
wen and, wurde die 
Uae a as a 8 omg n lung fand u d ‘ 
eo) Histamin ausgeschiittelte Farbstoff- 
Abb. 4 lisung in die 100 ccm 


fassende Kiivette gegeben 
und mit dem verwendeten Butylalkohol-Pyridingemisch bis zur Marke 
aufgefiillt. Die Bestimmung erfolgte in bekannter Weise. Zur Aus- 
wertung der Ergebnisse wurde je eine Lichkurve mit Losungen bekannten 
Histidin- und Histamingehalts aufgestellt (vgl. Abb. 3 und 4). In 
der Eichkurve sind auf der Abszisse der Gehalt an Histobasen, auf 
der Ordinate ist die prozentuale Extinktion aufgetragen. An Hand der 
bei der Untersuchung gefundenen Lichtausléschung kann der Kurve 
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der Gehalt an Histobasen unmittelbar entnommen werden. Auf Grund 
der sehr zahlreichen, unter den verschiedensten Bedingungen durch- 
gefiihrten Versuche, bei welchen Lésungen bekannten Histidin- und 
Histamingehalts Anwendung fanden, konnte die Brauchbarkeit des 
vorstehend beschriebenen Verfahrens erwiesen werden. 

Der qualitative Nachweis ist eindeutig und stérungslos; zweifelhafte 
Farbténe treten nicht auf. Der quantitative Nachweis erméglicht die 
Erfassung bis zu ly in 5cem, bei einer Grenzkonzentration von 
1: 5000000. 

d) Ergebnisse. 
Tabelle I. Gehalt an Histobasen! in Abhangigkeit von der 
Roésttemperatur. 





Résttemperatur in °C 
Ausgangsmaterial  ————————___———— pad GS re 
ontane 100 125 150 175 200 225 250 


mg Histobasen, bezogen auf 100g geréstetes Gut. 


Kartoffel . . . 34,0 34,0 40,0 | 46,0 76,0 53,0 34,0 _ 
Cichorie. . .. 50,0 a 58,0 | 66,0 | 36,0 28,0 10,0 0 

Gerste .... | 60,0 62,0 68,0 | 69,0 | 69,0 62,0 90,0 18,0 
Kichererbse . . 80,0 — 90,0 46,0 52.0 68,0 100.0 48,0 
Kaffee .... 86,0 — 86,0 120,0 84,0 44.0 54,0 180 
Weizen . ... | 110,0 — —_ 130,0 88,0 1460 120,0 26,0 


Die in der tabellarischen Ubersicht enthaltenen Zahlenwerte sind 
zur Gewinnung einer anschaulichen Vorstellung fiir die vier Beispiele 
Kartoffel, Cichorie, Gerste und Kaffee in der nachfolgenden Abb. 5 
graphisch aufgetragen, wobei 
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durch ihren verschiedenen Abb. 5. 

Gehalt an Histobasen. Die 

zwanglose Erklarung dafiir diirfte de. verschiedene Gehalt der Unter- 
suchungsstoffe an histidinhaltigem Eiweif sein, woriiber im Schrifttum 


! Die Auswertung erfolgte unter Zugrundelegung der Histidineichkurve 


(Abb. 3). 
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schliissige Angaben nicht vorliegen. Ein roher Anhalt fiir die Wahr- 
scheinlichkeit der geaéuBerten Meinung liegt darin, daB der Gesamt- 
yehalt an Stickstoffsubstanz der einzelnen Stoffe, wobei der unter- 
schiedliche Gehalt der in Betracht kommenden EiweiBsubstanzen un- 
beriicksichtigt bleibt, dem Gehalt an Histobasen gleichlaufend ist. 

2. Der Einflu8B der Hitze auf das réstende Gut auBert sich in gut 
ersichtlicher Weise. Nach Abb. 5 nimmt der Histobasengehalt mit 
steigender Temperatur zunachst langsam zu, bzw. bleibt fast unver- 
aéndert (Gerstenschrot) und er- 
reicht bei einer bestimmten 
Temperatur ein Maximum. 
Dieses liegt bei Kartoffel bei 
175° C, bei Cichorie bei 150°. 
bei Gerste bei 225°, bei Kaffee 
bei 150°. Erhitzen iiber diese 
Maximalpunkte hinaus — ver- 
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03 \ anlaBt eine rasch einsetzende 
¥ ie Verringerung an Histobasen. 

RRs amie Ebenso liegen die Verhalt- 

G7 ' | nisse bei den Substanzen nach 

Abb. 6. Auch hier steigt zu- 

’ - Td 200 80T  nachst der Gehalt langsam an; 

Abb. 6. es erfolgt aber bei einer ge- 

wissen Temperatur — bei 

Kichererbse 125°, bei Weizen 150° — ein auffalliger Abfal!l. Dieser 


macht einem Wiederanstieg Platz; es wird ein zweites Maximum er- 
reicht, welches bei Kichererbse bei 225°, bei Weizen bei 200° liegt. 
Bei weiterer Steigerung der Temperatur erfolgt das endgiiltige rasche 
Absinken des Histobasengehalts. 

3. Das eben erwahnte Verhalten diirfte damit zu erklaren sein, daB 
unter dem EinfluB der Hitze das Histidin des EiweiBkomplexes in 
Abhangigkeit von den Versuchsbedingungen, welche durch die Begleit- 
stoffe beeinfluBt werden, eine Decarboxylierung zu Histamin erleidet. 
Fiir letzteres aber wurde gezeigt, daB es eine Histobasenreaktion starkerer 
Intensitat verursacht. Uberschreitet die Temperatur den fiir die De- 
carboxylierung giinstigen Bereich, so tritt eine weitgehende pyrogene 
Zersetzung ein. Dieser Phase diirfte der endgiiltige Abfall des Gehalts 
an Histobasen nach Abb. 5 und 6 entsprechen. Der héchste Wert an 
Histobasen wiirde nach dieser Anschauung jenes Stadium darstellen, 
bei dem die Decarboxylierung und damit Histaminbildung den durch 
Zersetzung bereits eingetretenen Verlust an wirksamer Substanz mehr 
als ausgleicht. 

Der nach Abb. 6 bei Kichererbse und Weizen vor dem End- 
maximum auftretende Zwischenabfall ist nicht durchsichtig. Er kénnte 
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darauf beruhen, daB sich ohne eintretende beachtliche Decarboxylierung 
zu Histamin (da vielleicht die Temperatur dafiir noch nicht ausreicht) 
irgendeine unbekannte, in anderer Richtung verlaufende Umsetzung am 
Histidinkomplex oder an den anderen Eiweifsubstanzen (Melanoidin- 
bildung) abspielt. 

Es ergibt sich die weitere Aufgabe, das Verhalten des Histidins bei 
verschiedenen Temperaturen in Abhangigkeit von den in Betracht 
kommenden natiirlichen Begleitstoffen: Fett, EiweiB, Kohlenhydrat 
usw. aufzukléren. Dabei werden sich auch Anhaltspunkte gewinnen 
lassen, aus denen die Lage des Maximums an Histobasen bei den 
verschiedenen Untersuchungsstoffen verstandlich wird. Untersuchungen 
in dieser Richtung sind bereits aufgenommen. 

4. Die Auswertung der vorliegenden chemischen Untersuchungen 
nach der Richtung der ernahrungsphysiologischen Bedeutung erfolgt in 
Abschnitt 3. 

Dritter Abschnitt. 
Die biologische Auswertung der erhaltenen chemischen Versuchsresultate. 


Aus den im zweiten Abschnitt mitgeteilten chemischen Ergebnissen 
geht hervor, daB bei der Réstung mit einer erhéhten Bildung von Histo- 
basen, unter Ums<anden auch mit der Bildung von Histamin, zu rechnen 
ist. Eine weitere Bestatigung dieser Vorstellungen, woméglich mit 
vollig anderer Methodik, wiirde unsere Beweisfiihrung aber noch weit 
sicherer gestalten. Nun ist die iiberaus groBe Empfindlichkeit des iiber- 
lebenden Meerschweinchendarmes gegeniiber Histamin, wie schon 
langer bekannt ist, ein auBerst feines Nachweismittel fiir diesen Stoff, 
so daB von M. Guggenheim und W. Léffler! vorgeschlagen wurde, diese 
Reaktion fiir den biologischen Nachweis von Histamin anzuwenden. 
Als Grenzkonzentration fiir den hiermit zu fiihrenden Nachweis von 
Histaminchlorid geben W. Feldberg und E. Schilf* 1: 750 Millionen, 
ja 1:1 Milliarde an. Mit dieser Methodik wurden nun die Réstausziige 
gepriift. 

Arbeitsverfahren: Der dem chloroformierten Tiere entnommene Diinn- 
darm wurde in Stiicken von etwa 20 em nahe am Darm vom Mesenterium 
gelést, und zwei- bis dreimal mit kérperwarmer Tyrodelésung unter An- 
wendung geringen Druckes durchgespiilt. Dann wurde der Darm in frischer 


Tyrodelésung —- bei den im Winter stattgehabten Versuchen im Zwischen- 
fenster — aufbewahrt. Etwa 5cm lange Stiicke des Darmes wurden in 


iiblicher Weise mit Seidenfaden zirkulir abgebunden, die einerseits am 
Schreibhebel, andererseits am Sauerstoff zufiihrenden entsprechend ge- 
bogenen Glasrohr befestigt wurden, wobei das Gas in einigen Blaschen alle 


M. Guggenheim u. W. Léffler, diese Zeitschr. 72, 303, 1916. 
> W. Feldberg} u. E.Schilj, Histamin usw. Berlin, Verlag J. Springer, 1930. 
S. 175ff. 
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2 bis 3 Sekunden durch die Fliissigkeit perlte. Die Schreibhebellange betrug 
18cm. Die Untersuchungen wurden am ganz frischen Darm, oder an 1 bis 
\'/, Tage alten Stiicken vorgenommen, die allmahlich auf Kérpertemperatur 
gebracht wurden (38 bis 39°). Die Darme wurden nie in der Langsrichtung 
aufgeschnitten, so daB die zugesetzte Substanz nur von auBen her an die 
Muskulatur herangelangen konnte, womit auch schwer iibersehbare Ein- 
wirkungen von Verdauungsfermenten oder Speiseresten im Darmlumen auf 
die zugesetzten Stoffe vermieden wurden. Zur Schreibhebelaufzeichnung 
kamen nach dieser Versuchsanordnung nur Kontraktionen der Langs- 
muskulatur. Die Apparatur blieb in allen Versuchen die gleiche. Alle Darm- 
stiicke waren in einem GefiB mit frischer Tyrodelésung von 200 cem aut- 
gehingt, das in einem gréBeren, zur Aufrechterhaltung der Temperatur- 
konstanz mit warmem Wasser gefiillten GefaB stand, dessen Temperatur 
seinerseits durch eine elektrische Warmeplatte mit dazwischengelegten 
Asbestplatten geregelt wurde. Beim Wechsel der Tyrodelésung wurde die 
frische L6sung vorher auf 38° gebracht. Auf eine andere Art der Versuchs- 
anordnung wurde bewuBt verzichtet, da nur die Innehaltung méglichst 
gleichartiger Versuchsbedingungen die Gewahr von Vergleichen bot. 

Irgendeine Nachwirkung der Chloroformnarkose auf die Darme war 
nicht zu beobachten, wenn der Darm dem tiefchloroformierten, aber noch 
lebenden Tiere entnommen wird. 

Die Reizbarkeit der Darmstiicke hangt von der Zeit der Aufbewahrung 
des Darmes ab, wobei klar ist, daB der méglichst lebensfrische Darm die 
beste Erregbarkeit besitzt und daB diese bei aufbewahrten Darmen ziemlich 
rasch sinkt. 

Weiter hangt sie aber sehr von dem Ernahrungszustand des Tieres ab. 
Darme, die Tieren in voller Verdauung entnommen werden, sind bedeutend 
reizbarer, wie Darme von Tieren die gehungert haben. 

Die nachste Aufgabe bestand nun darin, die Einwirkungen der 
Histobasen, in diesem Falle des |-Histidins und des Histamins, die in 
Form der Chloride verwendet wurden, unter den geschilderten ver- 
schiedenen Bedingungen auf den Darm zu studieren. 

Die Konzentrationen von Histidindichlorid bewegten sich bei 
unseren Versuchen in der GréBenordnung von 30 bis 200 y, die der 
Tyrodelésung (durchschnittlich 200 cem) unter Umriihren zugesetzt 
wurden. Sie wurden darum gewahlt, weil die kolorimetrischen Unter- 
suchungen ergeben hatten, daB in 1 cem der gewonnenen und durchweg 
auf das gleiche Volumen gebrachten Histobasenausziige diese GroBen- 
ordnung in keinem Falle iiberschritten wurde. Der Zusatz von nur 1 ccm 
oder weniger der Ausziige zu der den Darm umspiilenden Tyrodelésung 
wurde aber innegehalten, weil eine méglichst geringe Veraénderung in der 
Tonenzusammensetzung der Tyrodelésung durch die Zusatze erfolgen 
sollte. 

Geringere Zufiigungen von Histidin als etwa 20 bis 30 y auf 200 ccm 
Tyrodelésung blieben auch bei langer Beobachtungszeit auf den tiber- 
lebenden Meerschweinchendarm in der angegebenen Versuchsanordnung 
ohne nachweisbare Einwirkung. Von einer Konzentration von etwa 
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50 y ab und steigend mit der Zugabe bis zu 200 y waren — mit steigender 
Konzentration rascher und deutlicher eintretend folgende Ein- 
wirkungen auf das Darmpraparat feststellbar: Einmal ein stetiger 
langsamer Anstieg des Kurvenhebels, weiter eine mit der Zeit gréBer 
werdende Lebhaftigkeit der Darmkontraktionen. Einen ganz besonderen 
EinfluB hatte die Sauerstoffzufuhr. Solange sie sich in den oben be- 
schriebenen Grenzen hielt, war keine sprunghafte Anderung im Kurven- 
bild festzustellen. Anders beim Aussetzen der Sauerstoffzufuhr. Dabei 
wurden die Kontraktionen stérker (héhere Kurvenausschlage) und die 
Kinzelkontraktionen verliefen gegeniiber dem Zeitabschnitt, in dem die 
Sauerstoffzufuhr noch erfolgte, langsamer. Brachte man in der sauer- 
stofffreien Zeit durch kraftiges Riihren der Tyrodefliissigkeit mehr Histi- 
din in der Zeiteinheit in unmittelbare Beriihrung mit dem Darm, so er- 
folgte ein sehr deutliches Ansteigen der Kurvenhéhe. Die unter diesen 
Umstanden anzunehmende erhéhte Aufnahme von Histidin wirkte sich 
also in stérkeren Kontraktionen aus. L&aBt man nunmehr den Sauerstoff 
wieder zustrémen, so erfolgte meist durch das Aufriihren der Fliissigkeit 
infolge der Gasblasendurchmischung noch ein Anstieg der Kurve, der 
aber bald der urspriinglichen Kontraktionsweise des Darmes mit kleineren 
Zacken und kiirzeren Intervallen Platz macht. Riihrt man die Tyrode- 
lésung in diesem Zeitabschnitt ebenso kraftig durch, wie vorher bei der 
Sperre der Sauerstoffzufuhr, so erfolgt entweder kein Anstieg oder nur 
ein schwacher. Damit ist auch bewiesen, das das mechanische Durch- 
rihren der Tyrodefliissigkeit in der Zeit der Sauerstoffsperre fiir die 
Auslésung der erhéhten Darmtatigkeit, die danach erfolgt, nicht ver- 
antwortlich gemacht werden kann. Selbstverstandlich wurde auch das 
Durchriihren der Tyrodefliissigkeit ohne jeden Zusatz wiederholt gepriift 
mit dem Erfolg, daB unter diesen Umstanden keine erhéhte Kontraktions- 
tatigkeit des Darmes auszulésen ist. Eine weitere Eigentiimlichkeit des 
mit Histidin gespeisten Darmes besteht aber darin, daB nach langerem 
Verweilen des Darmes in dieser Fliissigkeit und Ersatz derselben durch 
neue histidinfreie Tyrodelésung nicht unmittelbar die friihere Erregbar- 
keit des Darmes sich wiederherstellt, sondern nur allmahlich. Es muB 
daher angenommen werden, daB der Darm unter diesen Umstanden nicht 
unbeachtliche Mengen von Histidin gespeichert hat. die dann noch eine 
Veranderung seiner Kontraktionsweise bewirken. 

Die Histaminwirkung auf den iiberlebenden Meerschweinchendarm 
ist im Gegensatz zur Histidinwirkung vor allem durch die weit kleineren 
eine Wirkung hervorrufenden Mengen ausgezeichnet. Bringt man bei 
einem gut erregbaren Darm zu 200 ccm Tyrodefliissigkeit etwa 1 y 
Histamin, so erfolgt ganz unmittelbar ein hohes, fast senkrechtes Auf- 
steigen des Kurvenhebels, das von einigen Nachschwankungen gefolgt 
ist und dann in einem mehr horizontalen Kurvenverlauf in etwas ge- 
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ringerer Hohe als die ersten Maximumausschlage weitergeht: nach 
einiger Zeit fallt die Kurve stufenfoérmig ab. Geht man mit der Zufuhr 


von Histamin auf Werte bis etwa ! »y Histaminchlorid auf 200 cem- 


Tyrodel6sung zuriick, so ist je nach der Erregbarkeit des Darmes ein 
nur L bis 2em hoher steiler Anstieg der Kurve bei der Zufiigung dieser 
Mengen zu bemerken, der schon nach wenigen Minuten abfallt : bei noch 
weniger reaktionsfahigen Darmen ist ein geringer langsamer Anstieg in 
Rundhiigelform mit einem meist noch etwas langsameren Abfall zu 
beobachten. Bei sehr stark erregbaren Darmen wirken sich aber Mengen 
von etwa 0,2 bis 0,5 » Histamin in einer staérkeren Bewegung der Kon- 
traktionen und in einem héheren Kurvenverlauf aus. 

Hoéhere Gaben von Histamin, also etwa 2 bis 3 y auf 200 cem 
Tyrodelésung, bewirken bei erregbaren Darmen einen sehr hohen Anstieg 
der Kurve, der sich dann fiir lange Zeit mit geringeren Schwankungen 
plateauartig auf nahezu der erreichten Héhe halt und sehr langsam 
abfallt. 

Praktisch liegt also der Nachweis von Histamindichlorid in unserer 
Versuchsanordnung etwa bei der Zahl 1 : 200 Millionen. 

Im Gegensatz zu den Anstiegen, die mit Histidin zu erhalten sind, 
laBt sich die Histaminwirkung aber durch Wechsel der Tyrodelésung 
gegen frische Tyrodel6ésung — nach kiirzerer oder langerer Einwirkung 
des Histamins — fast sofort véllig aufheben, das Histamin wird also 
leicht ausgewaschen. Es erfolgt unter diesen Umstanden ein steiler 
Abfall in Stufen bis zur Nullinie, wobei dann sehr bald die friiheren 
Kigenbewegungen des Darmes wieder einsetzen. Ein weiterer Unter- 
schied zwischen der Histidin- und Histaminkurve besteht darin, daB die 
Sauerstoffsperre eines Darmes in Histaminlésung bei weitem keine so 
charakteristischen Anderungen im Kurvenbild erzeugt, wie bei einem 
Darm in Histidinlésung, sondern meist nur zu zeitlich etwas langsameren 
Kontraktionen, nicht zu immer steiler werdenden Anstiegen fiihrt. 
Dagegen besteht auch bei einem Darm in Histaminlésung die Eigen- 
tiimlichkeit, da ein kraftiges Durchriihren der Tyrodefliissigkeit die 
Kontraktionen des Darmes entweder noch weiterhin verstarkt, oder bei 
schon wieder eingetretener Erschlaffung von neuem anregt, wobei durch 
das kraftige Durchriihren der Umgebungsfliissigkeit mehr Histamin in 
unmittelbare Beriihrung mit der Darmwand gebracht und damit — so 
winzig diese Mengen auch sind — die Auslésung einer erneuten Kon- 
traktion der Darmmuskulatur herbeigefiihrt wird. Als Beweismaterial 
fiir die vorgebrachte Deutung der Einwitkung von Histidin und Histamin 
auf den iiberlebenden Meerschweinchendarm seien die Abb. 7, 8 und 12 
wiedergegeben. 

Nachdem nun die grundsatzliche Einwirkung von Histamin und 
Histidin auf den iiberlebenden Meerschweinchendarm in unserer Ver- 
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suchsanordnung erlautert ist, soll auf eine Deutung iiber diese Beob- 
achtungen eingegangen werden. Hierbei ist die Wirkung des Histamins 
klar und schon langer erkannt, wobei allerdings nichts dariiber ausgesagt 
werden kann, ob es sich hier um eine direkte Wirkung auf die Muskulatur 
des Darmes allein oder seiner nervésen Versorgungsapparate, oder aber 
auf beide Systeme handelt. Betrachtet man die Histidinwirkung, so 
fallt die weit geringere Erregbarkeit des Darmes durch Histidin gegen- 
iiber Histamin auf. Dann aber wird diese Erregbarkeit mit steigender 
Einwirkung gréBer und zeigt spater eine gewisse Ahnlichkeit mit der 
Histaminwirkung. Noch auffalliger wird diese Ahnlichkeit, wenn man in 
diesem Stadium der Histidinwirkung die Sauerstoffsperre auf den Darm 
wirken la8t und nun durchriihrt. Dadurch kommt es zu hohen, steil an- 
steigenden und in steilen Kurven verlaufenden An- und Abstiegen. Daf 
die Sauerstoffsperre diese Veranderung des Kurvenbildes bewirkt, geht 
daraus hervor, daB bei Wiederzufuhr von Sauerstoff nach einem steilen 
Kurvenanstieg, der durch das Durchriihren der Fliissigkeit durch die 
Sauerstoffblasen verursacht wird, sich sehr kurz darauf der normale 
Kurvenablauf, wie vor der Sauerstoffsperre, wiedereinstellt. Zur Er- 
klarung dieser Beobachtungen mu man annehmen, daB bei der Sauer- 
stoffsperre der Abbau des Histidins bei der Decarboxylierung etwas 
stehen bleibt, wodurch eine gewisse Histaminanhaufung erfolgt. Durch 
die Wiederzufuhr des Sauerstoffes kann aber der Abbau des Histidins 
wieder rascher erfolgen, womit die vorherige Anhaufung von Histamin 
vermieden wird. 


Fir diese Deutung kann auch noch die Wirkung der kiinstlichen 
Histaminzufuhr auf den Darm ins Feld gefiihrt werden, da nur bei dessen 
Zufuhr eine sofortige starke Einwirkung auf den Darm eintritt, nicht 
aber bei der von Histidin, das auch in hundertfacher, ja noch héherer 
Konzentration erst mit der Zeit eine starkere Erregbarkeit des Darmes 
bewirkt. Dieses gegensatzliche Verhalten von Histamin und Histidin 
laBt sich nur verstehen, wenn man einerseits in der Histaminwirkung die 
eigentliche Ursache der Darmerregung sieht, und andererseits eine Ver- 
anderung des Histidins bei seiner spaéter am oder im Darm erfolgenden 
Einwirkung voraussetzt. Nun ist schon langer bekannt, daB aus Histi- 
din unter der Wirkung von Bakterien, namentlich Kolibakterien, 
Histamin entsteht (Ackermann!, Berthelot und Bertrand*, Mellanby und 
Twort?, Hanke und Koessler* u.a.). Weiter darf darauf hingewiesen 
werden, daB, chemisch betrachtet, die Decarboxylierung des Histidins 

' DD. Ackermann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 66, 504, 1910. 

2 A. Berthelot u. D. M. Bertrand, C. r. Acad. Soc. 154, 16438, 1912. 


3 BE. Mellanby u. F. H. Twort, J. of Physiol. 45, 53, 1912. — * M. T. 
Hanke u. K. K. Koessler, ebenda 59, 879, 1924. 
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ein leicht vor sich gehender Vorgang ist, der auch im Gewebe erfolgen 
kann. 

Fiir diese Beweisfiihrung erscheint ferner die Tatsache anfiihr- 
bar, dab, je weiter man mit dem Zusatz des Histamins herabgeht, das 
Kurvenbild leicht erregbarer Darme dem des langer in Einwirkung be- 
findlichen Histidins stark ahnelt. Die leichte Aufhebbarkeit der Histamin- 
wirkung durch Tyrodelésungswechsel léBt sich aber mit seiner im Gegen- 
satz zum Histidin bedeutend gréBeren Léslichkeit erklaren. 

Bei unserer Versuchsanordnung war noch die Wirkung der 
Sauerstoffsperre auf den in Tyrodelésung befindlichen Darm ohne alle 
Zusatze zu priifen. Dabei stellte sich einmal heraus, daB die Sauerstoff- 
sperre bei einem unvorbehandelten Darm ziemlich rasch zu einer regel- 
maBigen Senkung der Kurve fiihrt, wobei dann die Wiederzufuhr von 
Sauerstoff einen ebenso regelmaBigen Anstieg bewirkt (siehe Abb. 9). 
Hier scheint ein Gegensatz zu den bisherigen Feststellungen zu bestehen, 
der aber durch folgende Beobachtung bei Darmen ohne allen Zusatz auf- 
geklart werden konnte. Bringt man einen in voller Verdauung befind- 
lichen Darm méglichst rasch in die Versuchsanordnung des Kymo- 
graphions, so bewirkt eine Sauerstoffsperre eine erhdhte Kontraktions- 
tatigkeit, wahrend Sauerstoffzufuhr dabei einen ungefahr normalen 
Verlauf der Kurve herstellt, also ein Verhalten besteht, wie bei einem 
Darm in Histidinlésung. Die néchste Annahme muBte daher die sein, 
daB unter den Verhaltnissen voller Verdauung, Histidin im Darm ge- 
bildet wird, das diese scheinbare Abweichung des vollernahrten Darmes 
gegen Sauerstoffsperre erklart. Wenn dies der Fall war, so muBte nach 
einer kiirzeren oder langeren Zeit der Aufbewahrung des vollverdauenden 
Darmes durch Verbrauch des Histidins sich die gewohnte Senkung der 
Kurve auf Sauerstoffsperre einstellen. Das ist nun in der Tat der Fall. 
Nach 2 Stunden Aufbewahrung des vollverdauenden Darmes in Tyrode- 
lésung tritt tatsachlich an den gleichen Darmen die gewohnte Senkung 
auf Sauerstoffsperre ein und der ebenso bekannte Anstieg auf Sauerstoff- 
zufuhr. 

Es muB endlich noch hervorgehoben werden, daB es sich bei unseren 
Versuchen durchweg um iiberaus geringe einwirkende Mengen handelt, 
ein Umstand, der darauf hinweist, daB man hierbei mit spezifischen 
Wirkungen zu rechnen hat, die — wenn sie sich gleichartig in einem 
anderen Milieu wiederholen — kaum anders als mit einer /dentitat der 
wirksamen Stoffe erklarbar sind. 

Eine Gleichartigkeit der Wirkung von Réstausziigen auf den iiber- 
lebenden Darm mit der von reinen Histidin- und Histaminlésungen 
muB somit mit einer an Sicherheit grenzenden Wahrscheinlichkeit das 
Vorhandensein von Histidin und Histamin in den Réstausziigen anzeigen. 
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Auf die Anwesenheit von Histobasen in den Réstausziigen wurde 
daher in ganz gleicher Weise gepriift, wobei besonders die Frage von 
Wichtigkeit war, ob mit der kolorimetrisch beobachteten Zu- und Ab- 
nahme der Menge der Histobasen in den Ausziigen, nach deren Zusatz 
zu der den Darm umgebenden Fliissigkeit, eine Erregbarkeitsveranderung 
des Darmes gleichlauft. 


Gerstenausziige. 


Wir haben bei den Gerstenausziigen, wie aus Tabelle I zu ersehen ist, 
kolorimetrisch einen recht gleichmaBigen Gehalt an Histobasen feststellen 
kénnen. Nur im Auszug der bei 225° gerésteten Gerste ist ein Anstieg des 
Histobasengehalts von nahezu einem Drittel gegeniiber dem sonstigen Durch- 
schnitt zu finden, bei den Ausziigen, die bei 250° geréstet wurden, dagegen 
ein Abfall auf ein Drittel. Wahrend nun der Kurvenverlauf bei den Gersten- 
ausziigen vom Rohauszug bis zu den bei 200° gerésteten im Darmkurvenbild 
im allgemeinen einer reinen Histidinwirkung entspricht, ist tatsachlich bei 
dem Auszug des bei 225° gerésteten Gerstenmaterials eine Anderung der 
Kurve im Sinne einer Histaminwirkung zu beobachten; denn der Anstieg der 
Kurve erfolgt hier steil und rasch; weiterhin laBt ein kiinstlicher Zusatz von 
reinen Histaminlésungen ein véllig gleichartiges Kurvenbild entstehen. Der 
hei 250° geréstete Anteil bewirkt im Gegensatz dazu eine kaum nennens- 
werte Erregbarkeitsinderung des Darmes. 


Somit besteht bei den gerésteten Gerstenausziigen beziiglich ihrer 
Darmwirkung ein weitgehendes Gleichlaufen mit den kolorimetrisch er- 
haltenen Werten. 

Weizenausziige. 

Bei den Ausziigen der Weizenréstung sind an sich grobBe Schwankungen 
des kolorimetrisch festgestellten Histobasenanteils zu bemerken (s. Tabelle I). 
Der Rohauszug des Weizenmehls zeigt eine deutliche Histidinwirkung mit 
langsamem Anstieg, der mit der Zeit zu gréBeren Ausschlagen fiihrt, sowie 
eine schwere Auswaschbarkeit des zugesetzten Extraktes. In dem bei 125° 
gerésteten Auszug kommt diese Histidinwirkung noch deutlicher zum Aus- 
druck. In dem bei 200° gerésteten Auszug befindet sich nach der kolori- 
metrischen Messung die gréBte Menge von Histobasen. Der Typus der 
Kurve, der nach Zusatz dieses Auszugs erhalten wurde, weicht hier nun 
stark von dem bisherigen ab; es treten sehr steile Anstiege, die sich immer 
wiederholen, mit sehr steilen Abfallen auf. Die Annahme, da hier kleine 
Mengen Histamin neben Histidin vorhanden sind, ist aus dem Umstand mit 
groBer Wahrscheinlichkeit zu schlieBen, daB zugesetztes Histamin genau den 
gleichen Kurvenverlauf, nur noch etwas héher und steiler, veranlaBt. Ferner 
ist nach Wechsel der Tyrodelésung gegen frische eine Anderung des Typus 
der Kurve zu sehen, da danach die steilen Anstiege ausbleiben und beim 
Durchriihren der Fliissigkeit nur die fiir Histidin charakteristischen Kurven- 
ausschlage bemerkbar sind, die iiberdies mit der Zeit starker und steiler 
werden, also eine leichte Histaminahnlichkeit erhalten. Auch in dem bei 225° 
gerésteten Weizenextrakt ist, bei dem allerdings sehr erregbaren Darm, eine 
fiir Histamin sprechende Wirkung neben dem Histidinanteil feststellbar. 
Bei dem bei 250° gerésteten Extrakt tritt aber ein deutlicher Abfall der 
Kurve gegeniiber allen anderen Weizenextraktkurven ein. Ein nachtraglicher 
kiinstlicher Zusatz von Histaminlésung oder von dem Auszug, der bei 225° 
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Rostung erhalten wurde, bewirkt aber am gleichen Darm wiederum eine 
Histaminkurve. 

Die Kurvenbilder bei den Weizenmehlausziigen laufen also auch hier 
den kolorimetrisch gewonnenen Ergebnissen durchaus parallel. 


Cichorienausziige. 

Von den Réstextrakten der Cichorie haben nur der Rohextrakt und die 
bei 125 und 150° gerésteten Anteile einen kolorimetrisch beachtlichen 
Histobasengehalt, der bet den bei 175 und 225° gerésteten Cichorienanteilen 
stark sinkt, um bei der bei 250° gerésteten Fraktion auf 0 abzufallen. 

Eine erhéhte Darmerregbarkeit wird nur bei den ersten drei Rést- 
fraktionen gesehen, die beiden letzten bleiben ohne Wirkung auf die sonst 
gute Erregbarkeit des Darmes, die durch dazwischengeschaltete kiinstliche 
Histaminzufuhr sichergestellt wurde. Nur in der Art des Kurvenverlaufs 
der Rohausziige konnte eine anfingliche Steigerung im Sinne eines sehr 
geringen Histamingehalts festgestellt werden, dem ein leichter Abfall folgte, 
wonach dann ein Anstieg der Kurve iiber lange Zeit mit jeweils starker 
werdenden Erregungen feststellbar war. Man hat es hier also mit einem Fall 
dissoziierter Wirkung zu tun, die sehr schén getrennt zu beobachten ist, 
namlich anfanglich mit einem Histamincharakter der Kurve, dem nach dessen 
Abklingen dann eine deutliche Histidinwirkung nachfolgt. Im Laufe der 
Untersuchungen wurde diese getrennte Wirkung noch mehrfach festgestellt. 

Wichtig ist ferner die Unveranderlichkeit der Darmkurven bei den 
letzten beiden Cichorienextrakten, bei denen kolorimetrisch 8,5 und 0 y in 
lcem des Extraktes festgestellt wurden. Die Darmpraparate sprachen in 
diesen beiden Fallen nicht auf den Zusatz von 1 cem an, was darum hervor- 
hebenswert ist, weil der Salzgehalt dieser Fliissigkeitsmengen ungefahr gleich 
demjenigen der anderen Fraktionen ist. Daraus geht hervor, daB eine 
Anderung der Darmerregbarkeit durch den Salzgehalt des Zusatzes, was 
immerhin denkbar wire, nicht erfolgt. 

Die Ergebnisse mit den gerésteten Cichorienextrakten weisen also eben- 
falls ein Gleichlaufen mit der Menge an Histobasen auf, die kolorimetrisch 
festgestellt wurden. 

Kaffeeausziige. 

Bei den Kaffeeausziigen wurden im Gegensatz zu den Cichorien- 
ausziigen kolorimetrisch erheblichere Mengen von Histobasen festgestellt. 
Dem entspricht nun auch eine durchweg gréBere Erregbarkeit der Darm- 
praparate nach Zusatz dieser Kaffeeausziige. 

Schon im Rohauszug befinden sich 80 y im cem. Die Darmkurve dieses 
Auszuges zeigt eine unverkennbare Histaminkomponente, rasche und steile 
Anstiege und ebensolche Abfalle, ein Verhalten, das mit der Zeit noch deut - 
licher wird, woraus sich die Aufnahme gréBerer Mengen von Histidin durch 
den Darm ergibt. Die bei 125° geréstete Fraktion weist einen weniger aus- 
geprigten Kurvenverlauf auf, es fehlen die steilen Anstiege und Abfialle. 
Dagegen zeigen simtliche nachfolgenden Ausziige, mit Ausnahme des letzten, 
bei 250° gerésteten, erhebliche Histamin- und Histidinwirkungen. Eine 
besondere Erregbarkeit macht sich bei der bei 175° gerésteten Fraktion 
bemerkbar, wo nach steilen Anstiegen ein ebensolcher Abfall kommt, dem 
in kurzen Stufen ein sehr hoher Anstieg mit Plateaubildung nachfolgt. Man 
muB annehmen, daB hier betrachtliche Mengen von Histidin in den Darm 
aufgenommen und verhaltnismaBig rasch in Histamin umgewandelt werden : 
denn wir sahen ja, daB nach dem Zusatz von 2 bis 3 » Histamin zum frischen 
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Darm nach einem anfanglich sehr steilen Anstieg sich der Schreibhebel lange 
Zeit auf eine plateauahnliche Kurve einstellt. Die nachsthéher gerésteten 
Anteile des Kaffees zeigen ein ahnliches Verhalten wie das eben beschriebene, 
doch sind die erhaltenen Kurvenausschlige durchweg kleiner. Bei der bei 
250° gerésteten Fraktion, die kolorimetrisch nur noch einen Histobasen- 
gehalt von 18 » im cem aufweist, bleibt die Darmerregbarkeit auf den Zusatz 
dieser Menge vollkommen unverindert. Tatsichlich ist aber die Erregbarkeit 
des Darmes noch sehr groB, da 1 cem des bei 175° gerésteten Kaffeeauszuges 
sofort den gleichen Kurvenverlauf verursacht, von dem vorstehend berichtet 
wurde (s. Abb. 10). 

In dieser Versuchsreihe fallt das Maximum des kolorimetrisch be- 
stimmten Histobasengehalts nicht mit der starksten Erregbarkeits- 
veranderung des Darmes zusammen, sondern mit der Wirkung des darauf- 
folgenden héheren Réstextraktes; es ist jedoch leicht vorstellbar, daB in 
diesem der Histamingehalt etwas mehr betragen hat als in dem vorher- 
gehenden. Der eigentliche Bewegungsfaktor des Darmes liegt aber, wie 
wir sahen, im Histamin, so daB hierin die Ursache fiir die starkere Wirksam- 
keit dieses Extraktes gesehen werden kann, obwohl sein Gesamthistobasen- 
gehalt geringer ist als der des vorhergehenden. 


Kichererbsenausztige. 

Die Kichererbsenausziige weisen am Anfang und am Ende ihrer Reihe 
einen kolorimetrisch hohen Histobasengehalt auf. Dazwischen liegen 
wesentlich geringere Zahlen (s. Tabelle I, 8S. 413), wahrend die letzte Fraktion 
sehr wenig Histobasen enthilt. 

In dieser Reihe ist nun wieder eine genaue Ubereinstimmung zwischen 
der Erregbarkeitsinderung des Darmes mit dem Gehalt der Extrakte an 
Histobasen feststellbar. 

Auszug 1 und 2 mit 80 und 90 y Histobasen im cem zeigen jeweils steile 
Anstiege und ebensolche Abfalle. Extrakt 3, 4 und 5 mit 46, 52 und 68 y» 
Histobasengehalt im cem lassen diese steilen Kurvenverlaufe iiberall ver- 
missen. Hingegen zeigt Auszug 6 mit dem héchsten Histobasengehalt von 
100 y im cem eine sehr deutlich gemischte Kurve von Histamin- und 
Histidinwirkung (s. Abb. 11), wogegen der letzte Extrakt mit nur 48 y 
Histobasengehalt im ccm bedeutend kleinere Ausschlage der Darmerregbar- 
keit bewirkt. 

Kartoffelmehlausziige. 

Bei den Kartoffelmehlausziigen wurde kolorimetrisch in keinem Extrakt 
ein besonders hoher Histobasengehalt festgestellt. Trotzdem ist in dieser 
Reihe die durch den Zusatz dieserAusziige bewirkte Erregbarkeitsverinderung 
des Darmes iiberall sehr ausgepragt. Betrachtet man aber den Charakter 
aller Kurven, so ist er ausgesprochen histaminartig, da alle Kurven sehr 
rasche und steile Anstiege mit ebenso nachfolgenden steilen Schwankungen 
zeigen. Uberdies wurden durch Durchriihren der Fliissigkeit, Sauerstoff- 
sperre und Sauerstoffwiederzufuhr die Verainderungen hervorgerufen, die 
bei der Analyse der Histamin- und Histidinwirkungen am Darm ohne sonstige 
Zusitze als regelmaiBige Reaktion darauf festgestellt werden konnten; dies 
ist ein weiterer Beweis fiir den Gehalt dieser Ausziige an Histamin- und 
Histidinanteilen. 

Die relativ geringste Erregbarkeit bewirkte in dieser Reihe der Auszug 
des bei 100° gerésteten Anteils; der kolorimetrisch im Gehalt aber gleiche 
Auszug des bei 225° gerésteten Anteils bewirkte eine sehr starke Erregbar- 
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keitsveranderung des Darmes, woraus die Entstehung von Histamin durch 
hohe Temperaturen abgeleitet werden kann. Der den héchsten Gehalt an 
Histobasen enthaltende Extrakt des bei 175° gerésteten Anteils weist auch 
besonders hohe und steile Anstiege und Abfalle der Kurve auf (s. Abb. 12). 


Vierter Abschnitt. 
Die Auswertung der erhaltenen Ergebnisse. 

Die vorliegende Untersuchung hatte sich zum Ziel gesetzt, an einigen 
Beispielen zu zeigen, da durch die Anwendung hoher Temperaturen bei 
der Zubereitung von verschiedenen Lebensmitteln bestimmte, chemisch 
faBbare und physiologisch wirksame Substanzen entstehen. 

Im dritten Abschnitt konnte nach genauer Analyse der Wirkung 
reiner Histidin- und Histaminlésungen auf den iiberlebenden Darm 
eine nahezu voéllige Gleichheit der Wirkung der Réstausziige mit diesen 
Lésungen gezeigt werden, ferner aber auch eine weitgehende Uber- 
einstimmung der Verainderung der Darmerregbarkeit mit dem kolori- 
metrisch ermittelten Histobasengehalt der Réstausziige. 

Die eine Ausnahme beim Kaffee, wo die bei 150° geréstete Fraktion 
kolorimetrisch einen wesentlich héheren Gehalt an Histobasen aufweist als 
der bei 175° geréstete Anteil, dieser aber die Erregbarkeit des Darmes mehr 
beeinfluBte als der bei 150° gewonnene Réstauszug, konnte aus dem Bilde 
der erhaltenen Kurven einwandfrei auf einen verhaltnismaBig gréBeren 
Histamingehalt des bei 175° gerésteten Anteils zuriickgefiihrt werden. Da 
aber die Ansprechbarkeit der Darmerregung auf Histamin sehr viel héher 
liegt als fiir Histidin, so liegt hier kein Widerspruch zu den sonst am iiber- 
lebenden Darm gefundenen Regelwirkungen dieser Stoffe vor. Das gilt auch 
fiir die Gesamtheit der Kurven, die mit den Réstausziigen von Kartoffelmehl 
erhalten wurden, welche bei einem an sich nach kolorimetrischem Nachweis 
nicht groBen Gehalt an Histobasen doch eine durchweg recht starke Ver- 
ainderung der Darmerregbarkeit verursachten. Aus den damit erhaltenen 
Kurven laB8t sich mit Bestimmtheit auf einen deutlichen Histamingehalt 
dieser Réstausziige neben ihrem Histidingehalt schlieBen (s. Abb. 7,8 und 12). 

‘Die erhaltenen Kurven geben auch eine annahernde Vorstellung 
iiber das Mengenverhaltnis zwischen Histamin und Histidin, das in den 
verschiedenen Réstausziigen besteht. Im allgemeinen kann danach die 
im zweiten Abschnitt dieser Arbeit ausgesprochene Annahme einer 
umfangreicheren Umwandlung von Histidin in Histamin unter dem 
EinfluB hoher Temperaturen nicht bestatigt werden. Bei der tiberaus 
starken Einwirkung von Histamin auf den tiberlebenden Darm in 
Konzentrationen, die in ihrer Verdiinnung in unseren Versuchen 
mindestens bis 1 : 200 Millionen, vielleicht aber in einzelnen Fallen noch 
weiter gehen, miiBte, wenn man aus dem kolorimetrisch festgestellten 
Gehalt an Histobasen auch auf einen erheblichen Gehalt an Histamin 
schlieBen wollte, eine ungleich staérkere Wirkung auf den iiberlebenden 
Darm feststellbar sein, als sie tatsachlich beobachtet wurde. 

Auch nach allgemein vorliegenden physiologischen und_ patho- 
logischen Erfahrungen ist nicht mit einer gréBeren Anhaufung von 
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Histamin durch die Nahrungszubereitung zu rechnen, da eine umfang- 
reichere Bildung dieses physiologisch so stark wirksamen Stoffes nicht 
hatte unbemerkt bleiben kénnen. Vielleicht gehért aber eine 6fter zu 
machende Beobachtung itiber eine, wenn auch inkonstante Kaffeewirkung 
hierher, namlich die, daB manche Menschen auf KaffeegenuB Durchfall 
bekommen. Es ist nicht ausgeschlossen, daB hierbei eine Histamin- 
wirkung mit im Spiele ist, um so mehr, da der Histobasengehalt des 
Kaffees an sich ziemlich hoch ist. Hier eréffnet sich also auch eine 
Erklarungsmoglichkeit fiir die Anwendung starken Kaffees nach reich- 
lichen Mahlzeiten, also fiir das Verstaéndnis der Diatetik. 

Die Ansicht, da die Wirkung der Nahrungszubereitung wohl in 
einer Art von Vorverdauung zu sehen sei, erfahrt durch diese Unter- 
suchung eine gewisse Bestatigung. Dafiir spricht die Anreicherung 
der gepriiften Nahrungsmittel an Histobasen, speziell an Histidin, unter 
der Wirkung hoher Temperaturen, nachdem die anregende Wirkung eines 
héheren Gehalts an Histidin auf den iiberlebenden Darm sich als ein 
wesentlicher Befund dieser Untersuchung ergeben hat!. 

Mehr méchten wir aus den bisher vorliegenden Untersuchungen 
einstweilen nicht ableiten. Sie bediirfen, um ganz zwingend zu sein, noch 
des chemisch einwandfrei gefiihrten Nachweises von Histidin und Hista- 
min in den durch Réstung veranderten Lebensmitteln, woriiber Unter- 
suchungen bereits in Angriff genommen sind. 


SchluBsitze. 

Die feineren Veranderungen, welche die Lebensmittel durch ihre 
Zubereitung erfahren, sind vielfach noch in weitem Umfang unbekannt. 
In dieser Gemeinschaftsarbeit sollte daher der Nachweis gefiihrt werden, 
daB durch die Anwendung von Hitze, am Beispiel der Réstung, Stoffe 
mit ernaéhrungsphysiologischer Wirkung entstehen. 

Durch die stufenweise Réstung von Lebensmitteln in einem regulier- 
baren Réstofen eigener Angabe wurden gewichtsgleiche Mengen von 
Gerste, Weizen, Kichererbse, Cichorie, Kaffee und Kartoffel in Ab- 
standen von 25° von 100 bis 250° geréstet und die Réstausziige sowie der 
Rohauszug auf ihren Gehalt an Histobasen untersucht, deren chemische 
Isolierung moéglich und von denen physiologische Wirkungen zu er- 
warten waren. Da ausreichende Bestimmungen iiber den Histobasen- 
gehalt von Lebensmitteln nicht vorlagen, so wurden fiir diese Ausziige 

' In diesem Zusammenhang soll auch auf die therapeutischen Wirkungen 
von l|-Histidinchlorid (Larostidin) hingewiesen werden, die nach den Arbeiten 
von FR. Korbsch u. a. (Arch. f. Verdauungskrankheiten 59, 82, 1936) eine 
rasche Heilung von Magen- und Duodenalgeschwiiren veranlassen sollen und 
die auf eine bessere Durchblutung der Schleimhaute und auf eine Leistungs- 
steigerung des Magens zuriickgefiihrt werden. Auch in unserem Falle diirfte 
die Bewegungssteigerung des Darmes unter der Histidineinwirkung eine 
Leistungssteigerung des Darmes bedeuten. 
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eigene Nachweismethoden gesucht und gefunden, die kolorimetrisch 


die Bestimmung bis zu 1 y in 5cecm Réstauszug gestatten. 


Im physiologischen Experiment am tiberlebenden Meerschweinchen- 


darm wurden ausgedehnte Priifungen der Wirkungen reiner Histamin- 
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Kartoffelmehl-Ristauszug bei 225°. 
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Kartoffel-Ristauszug bei 200°. 
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und Histidinlésungen vorgenommen und deren Regelwirkung festgelegt. 
Die erhaltenen gréBtenteils neuen Gesichtspunkte dieser Wirkungen 
wurden an allen erhaltenen Réstausziigen in einer groben Anzahl von 
Versuchen gepriift. Es wurde dabei eine weitgehende Ubereinstimmung 


WW 


A24¥a 
lecm 





Kaffee-Roéstauszug bei 175°. 
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Kichererbsen-Réstauszug bei 215°. 


Abb. 11. 
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der Wirkungen mit reinen Histidin- und Histaminlésungen, sowie mit den 
kolorimetrisch festgestellten Histobasenwerten der Réstausziige beob- 

£ £ 
achtet. Diese Untersuchungen zeigten ferner, daB eine Histaminbildung 
in gréBerem Umfang durch die Réstung nicht bewirkt wird, wohl aber 
eine Histidinfreilegung. 

Die erhaltenen Resultate dienen sowohl zur Aufklarung der feineren 
Veranderungen, die durch die Zubereitung in Nahrungsmitteln erfolgen 
kénnen, als auch zum tieferen Verstandnis der hierdurch bewirkten 
physiologisch-diatetischen Vorgange. 

Zu den Abb. 7 bis 12 ist allgemein folgendes zu bemerken: 

Es wurden hierzu hauptsachlich diejenigen Kurven verwendet, die bei 
den einzelnen Réstausziigen der verschiedenen untersuchten Stoffe erhalten 
wurden. Da die Kurven in ihrer Gestalt grundsatzlich mit denen iiberein- 
stimmen, die mit reinen Histamin- und Histidinl6sungen erhalten wurden, 
zeigen diese Kurven der Réstprodukte, von denen wir aus Raumgriinden 
nur wenige bringen kénnen, besonders eindringlich diese Ubereinstimmung. 

Abb. 9 ist die einzige Kurve, bei der keinerlei Zusitze zur Tyrode- 
losung gemacht wurden. Dagegen zeigt diese Kurve sehr deutlich die Wirkung 
von Sauerstoffsperre und Sauerstoffzufuhr, die sich auf Abb. 7 und Abb. 12 
wiederholt. Abb. 7 laBt besonders deutlich den ersten Anstieg in sehr 
steiler Form als Histaminwirkung erkennen. Abb. 8 zeigt bei einem sehr 
erregbaren Darm die Wirkung sehr kleiner Histaminmengen in einem steilen 
Anstieg und einem hoéheren, steilen Verlauf. Abb. 10 14Bt nach einem steilen 
Histaminanstieg eine rasche, plateauférmige Erhebung erkennen, wie sie 
etwa einer Zumischung von 2 bis 3 » Histamin zu 200 cem Tyrodelésung ent - 
spricht. Abb. 11 1a8t besonders schén eine allmahlich eintretende Histidin- 
wirkung erkennen, da erst nach einer langeren Einwirkungszeit eine immer 
starkere Erregung des Darmes auftritt. Abb. 12 zeigt eine sehr deutliche 
Histaminwirkung mit gleichzeitiger Histidinwirkung, wie aus der Sauerstoft- 
sperre und der Sauerstoffzufuhr ersichtlich ist. Am Ende dieser Kurve ist 
eine gemischte Histamin-Histidinwirkung besonders deutlich. 


Zeichenerklirung. 


Die Pfeile zeigen den Zeitpunkt der Einwirkung. Die Nummern be- 


ziehen sich auf die R6éstausziige. r = Durchriihren der Fliissigkeit. 

WW = Wasserwechsel, d.h. Tyrodewechsel. P = Pause, Zahl dahinter 
° 4. e ° . oe ye 

zeigt die Anzahl in Minuten an. Oweg = Sauerstoffsperre. Ozu Wieder- 


zufuhr des Sauerstoffs. Die Zeit ist in ungefahren Einheiten von 5 Sekunden 
auf der gestrichelten Grundbasis der Linie abgetragen. 


Die vorliegenden Untersuchungen wurden uns durch eine groBziigige 
Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft erméglicht, wofiir 
wir auch an dieser Stelle unseren herzlichen Dank aussprechen méchten. 
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Beitrige zur quantitativen Serumeiweibbestimmung. 
Von Kurt Plétner. 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Jena.) 


(Eingegangen am 5. Juni 1936.) 


In einer kiirzlich erschienenen Arbeit! beschrieben wir eine nephelo- 
metrische Globulinbestimmungsmethode im menschlichen Serum. Zur 
Ausfiihrung dieser Bestimmung ist die Kenntnis des Serumeiweif- 
gehalts Voraussetzung. Die in der Klinik fast ausschlieBlich angewandte 
SerumeiweiBbestimmungsmethode ist die refraktometrische, die wegen 
ihrer einfachen Ausfiihrbarkeit unbestritten an erster Stelle steht. Es 
sind vielerlei Einwande gegen die refraktometrische EiweiBbestimmung 
erhoben worden, so in letzter Zeit von Starlinger und Hartl?, die ihre 
Anwendungen nur zu orientierenden Zwecken gelten lassen wollen und 
die ,,Einfiihrung einer willkiirlich gewahlten, einheitlich konstanten 
spezifischen Refraktion als Grundlage maBanalytischer refraktometri- 
scher Verfahren’ ablehnen*. Da wir eine Globulinschnellbestimmung 
schaffen wollten, kam natiirlich nur die refraktometrische Eiweib- 
bestimmungsmethode in Frage, da die Gravimetrie oder die Stickstoff- 
bestimmung nach Kjeldahl zu zeitraubend sein wiirden. 

Wegen der gemachten Einwande war es erforderlich, uns ein eigenes 
Urteil iiber die Ubereinstimmung zwischen den gravimetrisch und 
refraktometrisch bestimmten EiweiBwerten zu schaffen. Zur Grundlage 
kann unserer Meinung nach immer nur der gravimetrisch bestimmte 
EiweiBwert gemacht werden und die Bestimmung der spezifischen 
Refraktion wird zweifellos sehr von der Genauigkeit der angewandten 
EKiweiBbestimmungsmethode und der exakten Ausfiihrung derselben 
abhangen. 

Bei ihren sehr umfangreichen Untersuchungen iiber das Verteilungs- 
verhaltnis der zirkulierenden EiweiBk6rper im Blute verwenden Starlinger 
und Mitarbeiter‘ eine von ihnen selbst angegebene gravimetrische Methode ®. 
Diese Autoren versetzen !/, cem Serum mit einigen cem n/50 Essigséure und 
einigen Tropfen Ammoniumsulfatlésung und koagulieren im Wasserbad; 
filtriert wird durch ein Schleicher & Schill-Blaubandfilter. Mit Wasser 
wird bis zur Sulfatfreiheit nachgewaschen, dann wird der Niederschlag mit 
Alkohol und Ather behandelt, bei 105° getrocknet und zur Wagung gebracht. 
Es ist eine sehr miBliche Angelegenheit, Papierfilter genau zu wagen, auBer- 
dem dauert die Filtration von EiweiBniederschlagen sehr lange. Den letzteren 
Nachteil suchte schon Fried*® zu umgehen, indem er Pregelsche Filter- 


1 Diese Zeitschr. 286, 128, 1936. — 2? Ebenda 160, 144, 1925. — ? Ebenda 


183, 269, 1927. - 4 Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 60, 138, 1928. 
° Diese Zeitschr. 160, 113, 1925. —- ° Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 68, 


515, 1928. 
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rohrchen (mit Asbest abgedichtet) verwendet und im Vakuum absaugt. Der 
aus schwach essigsaurer, wasseriger Lésung ausfallende EiweiBniederschlag 
hat den groBen Nachteil, daB er sich nur schlecht filtrieren 1aBt. 

Ein ideales Filtriergerat fiir EiweiBbestimmungen stellen u. E. 
noch die Jenaer Glasfiltertiegel dar. Allerdings ist hierfiir nicht der 
wie oben beschrieben erhaltene EiweiBniederschlag geeignet, da er 
durch die Filterporen léuft oder bei feinerer PorengréBe die Filter- 
poren verstopft. 

Wir gingen bei unseren gravimetrischen Bestimmungen so vor, 
daB wir in einem Lrlenmeyer-Kolbchen 40 ccm 96°igen Alkohol mit 
leem Acetatpufferlésung (Natriumacetat 18,0, Acid. acet. glac. 56,5 
ad 1LOOO) versetzten und in dieses Fallungsmittel 1 ccm Serum ein- 
tropften. Zum Abmessen des Serums verwendeten wir nur geeichte 
Pipetten. Das Eiwei fallt sofort aus, zur Vervollsténdigung der Fallung 
wird noch 15 Minuten auf dem Wasserbad gekocht. Dann wird der 
Niederschlag quantitativ in einer vorher gewogenen Jenaer Glasfritte 
(Nr. 10G4) gesammelt. Mit 50ccm heiBem Wasser wird portions- 
weise nachgewaschen. Zur Entfernung des Wassers wird noch etwas 
Alkohol durch die Fritte gesogen, darauf der Niederschlag mit Ather 
behandelt und bei 105° getrocknet. 

Der Vorteil dieser Arbeitsweise liegt in der ausgezeichneten Ge- 
wichtskonstanz der Jenaer Glasfiltertiegel. Durch die Alkoholfallung 
wird ein sehr rasch absaugbarer EiweiBniederschlag erhalten. Durch 
den heiBen Alkohol werden Fette und Cholesterin quantitativ entfernt. 
Das Waschen mit heiBem Wasser geniigt, um Salze vollstandig zu ent- 
fernen. Der in der Fritte zur Wagung kommende EiweiBniederschlag 
hinterlaBt beim Veraschen im Platintiegel kaum Spuren von Salzen. 
Da die Glasfritten numeriert sind und das Gewicht der Fritten sich nur 
sehr wenig andert, so halten die Wagungen kaum auf. 

Die Alkoholfallung zur quantitativen EiweiSbestimmung wurde 
bereits von Strauss! empfohlen. Der EiweiBniederschlag wird auf einem 
Papierfilter gesammelt und nach dem Trocknen gewogen. Nach dem 
Veraschen des Filters wird das Gewicht des Riickstandes von dem oben 
erhaltenen Wert abgezogen. 

A.Grigaut, A. Boutroux und A.Codounis? fallen das SerumeiweiB 
ebenfalls mit Alkohol und bringen den Niederschlag auf einem Filter 
zur Wagung. 

Fiir unsere nephelometrische Globulinbestimmungsmethode war 
es auBerdem erforderlich, genaue gravimetrisch bestimmte Globulin- 
werte zur Aufstellung unserer Eichkurve zu haben. 


Wir gingen dabei im Prinzip genau so vor, wie bei unserer eben be- 
schriebenen GesamteiweiBbestimmung. In ein Zentrifugenréhrchen kommen 


' Abderhalden, Handb. d. biol. Arbeitsmethoden, Abt. I., Teil 8, 8. 491. 
2 Bull. soe. biol. Paris 12, 20, 1930. 
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2cem gesattigte Ammoniumsulfatlésung (Ammon. Sulf. proAnal., 52,45g-° ,ige 
Lésung), nach Zugabe von 2cem Serum wird das Réhrchen mit einem 
Gummistopfen verschlossen, gut durchmischt und vor dem Zentrifugieren 
mehrere Stunden stehen gelassen. Von der klaren Albuminlésung werden 
2cem in 40 ccm Alkohol, dem 1 ccm Acetatpufferlésung zugesetzt ist, ein- 
getropft, das Ganze wird '/, Stunde lang auf dem Wasserbad gekocht. Es 
fallen neben dem Albumin reichlich Ammoniumsalze aus. Der iiberstehende 
Alkohol wird nun durch die Fritte gegeben, die Ammoniumsalze bleiben mit 
dem Albumin in dem Kélbchen zuriick. Durch Zugabe von 20 cem heibem 
Wasser gehen alle Salze in Lésung, mit einem Glasstab wird der Inhalt des 
K6lbchens gut durchgeriihrt und dann ebenfalls auf der Glasfritte gesammelt. 
Wie iiblich wird mit heiBem Wasser geniigend nachgewaschen und mit Alkohol 
und Ather getrocknet. Der so gewonnene Eiwei®niederschlag erweist sich 
beim Veraschen im Platintiegel als praktisch salzfrei. Der Globulingehalt 
wird aus der Differenz Gesamteiweif8 weniger Albumin berechnet. 

Nach dem oben angegebenen Verfahren bestimmten wir den Eiweib- 
gehalt im Serum und verglichen die erhaltenen Werte mit den mittels 
der Refraktometrie erhaltenen. 

Wir wollen hier nicht auf die Frage der Refraktionen der Nicht- 
eiweiBkérper eingehen, die zweifellos ihre Berechtigung hat. v. Deseé 
hat in seinen ausgezeichneten Untersuchungen die Refraktion der 
NichteiweiBkérper zu 0,00209 bestimmt. Alder gibt mit 0,00208 fast 
den gleichen Wert an. Wir benutzten den Wert von v. Deseé und 
kommen damit in der iiberwiegenden Zahl der Falle der Wirklichkeit 
sicherlich sehr nahe. 

In den Kliniken wird haufig noch die Reiss sche Umrechnungstabelle 
benutzt, obwohl man sich dariiber klar ist, daB die erhaltenen Werte 
zu hoch sind. Der Fehler betragt bei hGheren EiweiBwerten 8 bis 10%. 
Man begriindet dieses Vorgehen damit, da&B man sagt, die Methode 
ist ja doch nur in der Lage, Vergleichswerte zu liefern, also brauchen 
wir auch unsere Tabellen nicht umzuadndern. Dieser Standpunkt ist 
zweifellos nicht richtig. Auch wenn man nur Vergleichswerte brauchen 
sollte, was durchaus nicht immer der Fall ist, ist es unserer Meinung 
nach erforderlich, sich den tatséchlichen Verhaltnissen weitgehendst 
anzugleichen. Das ist auch der Grund, weswegen die Firma Zeiss ihre 
abgeanderte Umrechnungstabelle herausgebracht hat. Dieselbe ist von 
F, Léwe nach dem Muster der Reisschen Tabelle aus den von A. Alder 
bestimmten Grundwerten errechnet worden. Die spezifische Refraktion 
wurde von Alder zu 0,00195 bestimmt. 

v. Deseo, der sich in den letzten Jahren wohl am intensivsten mit der 
Frage der spezifischen Refraktion befaBt hat, gab zuerst einen Wert 
von 0,00199 an. Eigene kritische Uberpriifungen seiner bisherigen 
Analysen und neue Analysen mit verbesserter Methodik fiihrten zu 
einem Wert von 0,00187*. Wir hielten es fiir erforderlich, die Frage 
mit Hilfe unserer oben beschriebenen EiweiSbestimmungsmethode 


* Diese Zeitschr. 288, 104, 1931. 
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noch einmal zu tiberpriifen, da natiirlich die Methode der Eiweif- 
bestimmung ausschlaggebend fiir die Bestimmung der spezifischen 
Refraktion ist. 

Recht wesentlich ist die Zeit, die bis zur Messung der Refraktion 
verstreicht, was von verschiedenen Autoren bereits betont wurde}. 
Wir bestimmten z. B. die spezifische Refraktion eines Serums vier Stunden 
nach der Blutentnahme und fanden einen Wert ven 0,00190, nach 
24 Stunden betrug der Wert (das Serum wurde bei Zimmertemperatur 
aufbewahrt) 0,00206. Ein anderes Serum zeigte in dieser Zeit eine 
Steigerung von 0.00190 auf 0,00209. Eine Konzentration durch Ver- 
dunstung ist dabei auszuschlieBen. 

Wir bestimmten die Refraktion durchschnittlich 4 bis 5 Stunden 
nach der durch Venenpunktion erfolgten Blutentnahme. Das Serum 
steht wahrend dieser Zeit offen da. Nach dem Zentrifugieren wird die 
Serumprobe aus der Mitte des Serums mittels Pipette entnommen. 
In der untenstehenden Tabelle sind unsere Ergebnisse zusammengefaBt. 
Wir haben gleichzeitig die Globulinfraktion bestimmt, um einen 
eventuellen EinfluB der Globulinvermehrung auf die Refraktion zu 


erkennen. 





wes : morriaohen Globulin- sae cage Sawatfieeho 
Nr. Klinische Diagnose a gehalt Pulfrich- Wtaiitien 
Einheiten 
Er-9/9 0 0 

1 | Spondykarthritis deformans . . 7,06 24 67,0 | 0,001 90 
Sy eh ors pe Le 7,28 27 56,7 | 0,001 89 
3 Anaemia perniciosa .... . 6,20 33 51,0 | 0,001 86 
Blutendes Uleus duod. . . . . 5,92 33 49,5 | 0,001 87 
5 || Avitaminose. ........ 8,45 34 63,6 0,001 92 
6  Neurasthenie ........ 8,75 34 64.3 0,001 89 
7 | Hepatitis chronica . . . . . . 8,35 36 62,8 0,001 90 
8 Myeloische Leukaimie. ... . 7,78 36 60,0 0,001 84 
9 Multiple Myelose. . ..... 10,51 37 74,6 0,001 92 
iD: eee EE ey 7,30 43 56,4 0,001 85 
11 | Mageneareinom ....... 7,06 45 55,8 0,001 89 
12  Cardiaecarcinom ....... 6,85 47 55,0 0,001 91 
13. Luetische Leberzirrhose . 7,14 48 56.6 0,001 91 
14. Colontumor 7,90 50 60,0 0,001 89 
15 | Ovarialearcinom Be eaNe ie 7,92 53 60,4 0,001 90 
1G |) Uretersiein; «ww se ee 7,54 56 58,4 0,001 90 
17 | Luetische Lebercirrhose . 7,35 57 58,2 0,001 94 
BO} Wares te GN 4,78 57 42.6 0,001 76 
19 Lungentumor ........ 6,70 60 54,2 0,001 90 
20 Darmearcinom........ 4,42 63 40,7 0,001 75 
21 Lymphogranulomatose ... . 7,23 68 56,3 0,901 88 
we: || Cena Shai ore Sips 7,50 74 57.6 0,001 87 


1G. Leendertz, diese Zeitschr. 167, 417, 1926; H. Hueck, ebenda 160, 


183, 1925. 
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Als Mittelwert aus 22 Bestimmungen erhalten wir eine spezifische 
tefraktion von 0,00188, ein Wert, der mit dem von v. Desed bestimmten 
(0,001.87) vollig iibereinstimmt. Da unser Material ein stark pathologi- 
sches ist und v. Desed seine Bestimmungen an Pferdeserum ausgefiihrt 
hat, so ergibt sich, da Unterschiede zwischen menschlichem Serum 
auch unter pathologischen Verhaltnissen und zwischen normalem 
Pferdeserum in bezug auf die spezifische Refraktion der Serumeiweib- 
kérper nicht vorhanden sind. Auch bei recht betrachtlichen Globulin- 
schwankungen tritt eine wesentliche Anderung der spezifischen Refraktion 
nicht ein. 

Zwei Faille zeigen eine etwas stairkere Abweichung. Beidemal handelt 
es sich um fortgeschrittene Carcinome mit einem sehr geringen Gesamt - 
serumeiweiBgehalt. Wir bedauern es, daB wir diese beiden Fille keiner Nach- 
priifung unterziehen kénnen, um unsere Ergebnisse entweder zu korrigieren 
oder zu erharten. Unsere Werte haben eine Schwankungsbreite von 

0,00009, ohne diese beiden extrem niedrigen Werte eine solche von 
+ 0,000.05. 

Nach unseren Ergebnissen miissen wir den von Alder bestimmten 
Wert von 0,001 95 als zu hoch betrachten ; demnach fallen die nach ihm 
berechneten EiweiBwerte zu niedrig aus. Der richtige Wert liegt nach 
den Ergebnissen unserer Untersuchung in Ubereinstimmung mit v. Desed 
zwischen dem von Reiss und von Alder bestimmten. 

Aus unseren 22 Bestimmungen errechnet sich der Durchschnitts- 
wert zu 0,00188. Da wir nicht iiberpriifen konnten, ob die beiden 
extrem niedrigen Werte den Tatsachen auch wirklich entsprachen, 
halten wir es fiir zulassig, die spezifische Refraktion aus den iibrigen 
20 Werten zu berechnen. Wir erhalten so den Wert 0,00189 als spezifi- 
schen Refraktionswert fiir 1 g- °%, Serumeiweib. 

Die Tatsache, daB stark globulinhaltige Seren keine abweichende 
spezifische Refraktion aufweisen, spricht gegen einen Unterschied der 
spezifische Refraktion des Albumins und des Globulins, wie er von 
Reiss und von Robertson angenommen wurde. Also nicht die Art, 
sondern allein die Menge des vorhandenen Eiweifbes ist bestimmend 
fiir den Refraktionswert eines Serums. 


Zusammenfassung. 

Die spezifische Refraktion fiir SerumeiweiB wird mit ver- 
besserter EiweiBbestimmungsmethodik zu 0,00189 bestimmt, ein Wert, 
der sich nur sehr wenig von dem zweiten Wert von v. Deseo unter- 
scheidet. 

Die ablehnende Kritik der Refraktometiie als Serumeiweib- 
bestimmungsmethode ist unberechtigt. 
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Wesentliche Unterschiede zwischen der spezifischen Refraktion des 
Albumins und des Globulins kénnen nicht bestehen. 

Bei allen refraktometrischen EiweiBbestimmungen ist die Zeit- 
dauer, die zwischen der Blutentnahme und der Bestimmung der Re- 
fraktion liegt, zu beachten. Wir bestimmen die Refraktion 4 bis 5 Stunden 
nach der Blutentnahme, eine Zeit, die sich im klinischen Betrieb bequem 
einhalten JaBt. 

Es wird empfohlen, nicht mehr mit der Reissschen Umrechnung:- 
tabelle zu arbeiten, da die erhaltenen Werte bis 10°, zu hoch sein 
kénnen. Auch der Kliniker muB das Bestreben haben, den tatsachlichen 
Verhaltnissen moglichst nahekommende Eiweifbestimmungen auszu- 
fiihren. 
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Untersuchungen iiber die Zustandsform 
des Kupfers:im Blutserum mit Hilfe der Kataphorese. 
Von 


B. Eisler, K. G. Rosdahl und H. Theorell. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts in Stockholm.) 


(Eingegangen am 24. Juni 1936.) 


Uber die Art der Bindung des Kupfers im Blutserum herrscht 
bis heute vollkommene Unklarheit. Thomsett zeigte, daB bei der Fallung 
mit Trichloressigsiure das Kupfer des Serums in der Lésung (Mutter- 
lauge) bleibt. Aus den wenigen Angaben der Literatur laBt es sich 
nicht entscheiden, in welcher physikalisch-chemisch definierten Form 
das Kupfer im Serum vorkommt. Man kénnte auf Grund der vor- 
liegenden Ergebnisse am ehesten das Vorkommen in anorganischer 
Form vermuten ; doch ist es wenig wahrscheinlich, daB bei der im Serum 
herrschenden Wasserstoffionenkonzentration das Kupfer als Jon in 
Gegenwart der negativ geladenen SerumeiweiBbteile vorkommen kénnte. 

Es schien uns am leichtesten, die Frage mit Hilfe der Kataphorese 
zu klaren, da diese den groBen Vorteil hat, daB alle chemischen Eingriffe 
vermieden werden, welche von Anfang an alle Ergebnisse als fraglich 
erscheinen lassen miBten. 

Methodik. 


Die Kataphorese wurde in dem Apparat fiir Untersuchungszwecke 
nach H. Theorell ausgetiihrt. Die Versuchsl6sung war eine Ringer-Lésung 
folgender Zusammeusetzung: NaCl 9, KCl 0,42, CaCl, 0,25, Aq. dest. 
ad 1000; bei Plasma setzten wir hierzu entsprechende Menge von Heparin 
(EZ. Jorpes). 

Es wurde frisches Pferdeblutserum und in einem Versuch Kuhblut- 
plasma benutzt. Die Messungen der Wasserstoffionenkonzentration wurden 
mit der Glaselektrode (Cambridge Elektrometer Valve combined Potentio- 
meter) ausgefiihrt. Die Leitfahigkeitsmessungen geschahen mit der tiblichen 
Briickenmethode. Die Ringer-Lésung wurde in jedem Versuch auf das 
gleiche py und auf die Leitfahigkeit des benutzten Serums bzw. Plasmas 
eingestellt. Die Kupferbestimmung haben wir nach der von uns beschriebenen 
Methode, die Albumin-Globulinbestimmung nach H. Theorell und G. Wid- 
strom ausgefiihrt. 

Nach beendetem Versuch wurden zuerst die Hartgummischeiben zur 
Anfangsgrenzschicht (zwischen den Zellen 3 und 4), dann die oberste Scheibe 
und zuletzt die unterste Scheibe geschlossen. Dadurch wurde das U-Rohr 
in fiinf Einzelkammern geteilt, von welchen 4 aus je 3 Zellen bestanden, 
wahrend die fiinfte durch das U-f6érmig gebogene Bodenstiick gegeben war. 
Bezeichnungen: + I, die Fliissigkeit (6 cem) oberhalb der Anfangsgrenz- 
schicht auf der Anodenseite, + IT, Fliissigkeit (6 cem) unterhalb der Anfangs- 
grenzschicht bis zur untersten Hartgummischeibe; —— I, — II sind die ent- 
sprechenden Bezeichnungen fiir die Kathodenseite, U = Inhalt des Boden- 
stiickes. 
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Versuch 1, 


Kuhplasma mit Heparinzusatz. 


Ho O,OLL. 10%, pH = 8,2. 4Stunden, 25mA. Verdiinnt mit 
Ringer-Losung. Ringer-Losung durch Zusatz von NaHCO, auf pi 8,18 


und x 0.0111. 10°? eingestellt. 

Wahrend des Versuchs trat auf der Kathodenseite eine leichte 
Gerinnung ein, was darauf zuriickzufiihren sein diirfte, daB das Heparin 
als Polyschwefelsiure (Jorpes) wahrend des Versuchs nach der Anode 
wanderte. 

Analysen: + 1. 6,2 mg Globulin in I ecem 

0,8 ,, Albumm , 2 ;, 

0,35 y Kupfer ,, 1 ,, 
Kupfer, voll auf Globulin berechnet: 0,0057 °, 
=e ss Albumin 45 0,0036°, 


Il. 34 mg Globulin in 1 cem 

40,5 ,, Albumin ,, l ,, 

1,36 » Kupfer ,, 1 ,, 
Kupfer, voll auf Globulin berechnet: 0,0040°, 


y _ » Albumin « 0,0034 °, 
U. 35 mg Globulin in 1 cem 
39 , Albumin ,, l ,, 


145y Kupfer ,, 1 ,, 
Kupfer, voll auf Globulin berechnet: 0,0041°%% 


“ » 4, Albumin 45 0,0037 °,, 
Jonenbeweglichkeit des Globulins: 3,2. 10~° qem/Sek. + Volt 
9 ;» Albumins: 4,6. 10°° qem/Sek. + Volt 
ss » Kupfers: 4,4. 10-° qem/Sek. + Volt 


Versuch 2. 
Pferdeserum (aus geronnenem Blut ausgeprept) . 


8,71.10°-°. pH = 7,61. 9 Stunden 30 Minuten, 25 mA. Ringer-Lésung: 
8,68 /10-°. py = 7,60. 
Analysen: + 1. 17,5 mg Globulin in 1 cem 
17,2. ,, Albumin ,, 1 ,, 
0,42 »y Kupfer ,, 1 ,, 
Kupfer, voll auf Globulin berechnet: 0,0024 °, 
a i ,». Albumin ‘3 0,0024 °, 
II. 25,8 mg Globulin in ! ecem 
11,4 ,, Albumin ,, 1 ,, 
0,30 y Kupfer ,, 1 ,, 
Kupfer, voll auf Globulin berechnet: 0,0012°% 
a . ,. Albumin vas 0,0026 % 
U. 38,0 mg Globulin in 1 eem 
33,4 ,, Albumin ,, 1 ,, 
0,83 y Kupfer ,, 1 ,, 
Kupfer, voll auf Globulin berechnet: 0,0022% 
Albumin m 0,0025 °, 


2° ” :° 
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Die lonenbeweglichkeiten wurden in diesem Versuche aus den Werten 
der Minusseite berechnet, weil auf der Plusseite eine geringtiigige St6rung 
durch Konvexionsstrémung stattgefunden hat. 

lonenbeweglichkeit des Globulins: 2,0. 10-° qem/Sek. + Volt 
9» .» Albumins: 4,0. 10°° qem/Sek. + Volt 
99 » Kupfers: 3,9. 10°° qem/Sek. - Volt 


Versuch 3. 


Pferdeserum (aus geronnenem Blut ausgeprept ). 


9,5.10°%. py = 7,83. 18 Stunden, 12,45 mA. Ringer-Lésung: 
9.4.10°3, PH = 7,79. 
Analysen: + 1. 10 9 mg Globulin in 1 cem 
23 , Albumin ,, 1 ,, 


0.69 y Kupfer ,, 1 ,, 
Kupfer, voll auf Globulin berechnet: 0,0069 °, 
= ss, Albumin ts 0,0030 °, 


II. 23,0 mg Globulin in 1 cem 
13,7. ,, Albumin ,, | ,, 
O,4ly Kupfer ,, 1 ,, 
Kupfer, voll auf Globulin berechnet: 0,0018 °, 
ma nie ,. Albumin a 0,0030 9, 
I. Kupferfrei. 
U. 33.8) mg Globulin in | cem 
38,3 ,, Albumin ,, | ,, 
1057 Kupfer ,, 1 ,, 
Kupfer, voll auf Globulin berechnet: 0,0031°, 


s » «5 Albumin é 0,0028 %, 
lonenbeweglichkeit des Globulins: 2,2. 10-> qem/Sek. - Volt 

99 » Albumins: 4,4. 10°° qem/Sek. + Volt 

= » Kupfers: 4,4. 10°° qem/Sek. - Volt 


Hieraus ist in anschaulicher Weise zu ersehen, daB die Jonenbeweg- 
lichkeit des Kupfers mit derjenigen des Albumins parallel geht, wahrend 
die des Globulins bedeutend geringer ist. Die Analysen aus Versuch 1 
bis 3 geben die gleichen Ergebnisse. Es war also durch die Kataphorese 
auBerst wahrscheinlich geworden, dab das gesamte Kupfer des Blut- 
serums an Serumalbumin gebunden ist. Die Ergebnisse der folgenden 
Versuche sprechen ebenfalls fiir diese Annahme. 

Fallung mit Trichloressigsiure 10°). Das Kupfer geht in Lésung. Die 
Bindung zwischen Serumalbumin und Kupfer wurde, wie zu erwarten war, 
auf der sauren Seite des isoelektrischen Punktes gelést. 

Fallung mit neutralem Athylalkohol (70 °,). Einige Minuten am Wasser- 
bad erwairmt. Das Filtrat war kupferfrei, demnach wird alles Kupfer durch 
Alkohol von obiger Konzentration gefallt. Die Bindung ist hier auf der 
alkalischen Seite des isoelektrischen Punktes erhalten geblieben. 

Mit Hilfe der Kataphorese ist es also gelungen, in einfacher Weise 
zu zeigen, daB das Kupfer des Blutserums an Serumalbumin gebunden 
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ist. Dies dirfte ein weiterer Beitrag zur Anwendbarkeit des Verfahrens 
sein fiir Falle der Serumanalyse, in denen man mit chemischen Methoden, 
selbst mit den am meisten schonenden, entweder keinen Aufschlu8 
erlangen kann oder die Ergebnisse sich in ihrer Deutung von vornherein 
unsicher gestalten. Dies geht z. B. auch aus den Arbeiten von Mellander 
bzw. Vahlquist hervor. Dem ersteren ist es gelungen, nachzuweisen, 
daB das Serumcholesterin zum Teil unabhangig von den EiweiBkérpern 
wandert, wahrend Vahlquist zeigen konnte, daB die Cholin- bzw. Tri- 
butyrinesterase nicht an Serumeiweibkorpern gebunden sein kann. 


Zusammenfassung. 

Es wurde mit Hilfe der Kataphorese und der lichtelektrischen 
Bestimmung des Kupfers bei gleichzeitiger Bestimmung der Albumin- 
bzw. Globulinmenge festgestellt, daB das gesamte Kupfer des Blut- 
serums an Serumalbumin gebunden ist. 


Literatur. 
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